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Le myélome multiple (MM) est le deuxième cancer humain du sang le plus courant. Le 
protéasome, un complexe multi-protéique responsable de la dégradation des protéines ubiquitinées, a été 
établi comme une cible majeure pour le traitement des patients atteints de MM. Bien que les taux de survie 
des patients se sont significativement améliorés depuis l'introduction des inhibiteurs du protéasome 
(bortézomib), les patients développent une résistance et ultimement rechutent. Par conséquent, cette 
maladie demeure un problème de santé publique majeur et elle oblige un besoin absolu de développer de 
nouvelles thérapies. 
Dans notre étude, nous avons généré des lignées de cellules cancéreuses résistantes au bortézomib 
et réalisé des criblages ARNi de déubiquitinases (DUB: 100 gènes) et d'enzyme de conjugaison de 
l’ubiquitine (E2: 40 gènes). Cela dans le but d’identifier les gènes de ces familles qui affectent la 
prolifération des cellules cancéreuses sensibles et/ou résistantes suite à l'abrogation de leur fonction. 
Nous avons identifié plusieurs cibles dont la déubiquitinase associée au protéasome PSMD14, qui 
est nécessaire pour la déubiquitination des protéines antérieures à leur entrée et dégradation par le 
protéasome. Par la suite, PSMD14 a été soumise à une analyse plus détaillée en utilisant des approches 
ARNi, CRISPR/Cas9 et de mutagenèse sur des cellules cancéreuses sensibles ou résistantes. Nous avons 
trouvé que la déplétion de PSMD14 entraîne une diminution dramatique de la prolifération cellulaire et 
de la mort cellulaire comparé à la cible du bortézomib PSMB5. D'autre part, nous avons observé que 
l'étendue de l'ubiquitination de l'histone H2A et les niveaux d'expression de HSP70 sont corrélés avec la 
sensibilité cellulaire à l'inhibition du protéasome. Ainsi, ces facteurs pourraient être des biomarqueurs 





PMSD14 ainsi que d'autres cibles révélées par nos criblages représentent des cibles thérapeutiques 
potentielles dont l'inhibition pourrait surmonter la résistance acquise aux inhibiteurs de protéasome 
actuellement utilisés pour le traitement des patients atteints de cancer. 
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Multiple Myeloma (MM) is the second most common human blood cancer. The proteasome, a 
multi-protein complex responsible for the degradation of ubiquitinated proteins, has been established as a 
major target for the treatment of MM cancer patients. Although patient survival rates have significantly 
improved since the introduction of proteasome inhibitors (bortezomib), patients develop resistance and 
ultimately relapse. Therefore, this disease remains a major public health issue and there is an absolute 
need to develop novel therapies. 
In our study, we generated bortezomib-resistant cancer cell lines and conducted deubiquitinases 
(DUB: 100 genes) and ubiquitin-conjugating enzymes (E2: 40 genes) RNAi screens to identify which 
genes of these families affect cell proliferation of sensitive and/or resistant cancer cells following 
abrogation of their function. 
Among several hits, we identified the proteasome-associated DUB PSMD14, which is required for 
protein deubiquitination prior to their entry and degradation by the proteasome. These hits have been 
validated by other RNAi sequences. Further, PSMD14 was submitted to more detailed analysis using 
RNAi, CRISPR/Cas9 and mutagenesis approaches in sensitive or resistant cancer cells. We found that 
PSMD14 depletion result in a dramatic decrease of cell proliferation and cell death compared to 
bortezomib target PSMB5. On the other hand, we observed that the extent of histone H2A ubiquitination 
and HSP70 expression levels are correlated with the cellular sensitivity to proteasome inhibition. Thus, 





PMSD14 as well as other candidates revealed from our screens represent potential therapeutic 
targets whose inhibition is predicted to overcome the acquired resistance to proteasome inhibitors 
currently used to treat cancer patients. 
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Le cancer est le résultat de l’influence de plusieurs facteurs génétiques et l’environnement. Parmi 
les facteurs génétiques on peut citer l’expression des oncogènes, des génomes viraux intégrés ou 
l’apparition de mutations (germinales ou somatiques). Même si la majorité des mutations somatiques 
acquises avec le temps n’ont généralement pas d’effets certaines mutations et particulièrement celles 
touchant des gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire sont néfastes. Elles entrainent la perte 
des voies de régulation, ce qui engage la cellule dans une prolifération non contrôlée et la transforme donc 
en cellule cancéreuse. Les mutations se produisent soient par des erreurs au cours de la réplication, soient 
suite à des expositions à des agents génotoxiques endogènes (des radicaux libres, des aldéhydes, etc.) ou 
exogènes (des produits chimiques, des rayons UV, des rayons ionisants etc.). Il arrive, au fil du temps, 
qu’un nombre de ces mutations acquises confèrent à la cellule des avantages de survie ou une dérégulation 
menant à une prolifération anarchique. Ce processus pourra mener au développement de cancers (1). Les 
traitements contre le cancer ciblent des enzymes impliquées dans des processus cellulaires déterminants 
comme la production de l’ATP, la réplication (ADN polymérase, topoisomérase), la transcription, la 
traduction, la signalisation en réponse aux récepteurs des facteurs de croissance, la formation de nouveaux 
vaisseaux sanguins et la dégradation des protéines par le système ubiquitine-protéasome. Ce dernier 


































La découverte de l’ubiquitine en 1980 est relativement récente. En effet, entre les années 1980 et 
1990 s’est effectué la caractérisation de la cascade enzymatique de l’ubiquitine avec l’identification des 
enzymes E1, E2 et E3 qui seront détaillées par la suite. Les études scientifiques au cours de ces années 
ont permis également la compréhension des mécanismes d’activation et de transfert de l’ubiquitine. Cela 
s’est poursuivi avec la purification du protéasome 26S et 20S par plusieurs laboratoires. C’est surtout la 
découverte de l’ubiquitine comme une protéine d’adressage ou de signalisation qui a révolutionné le 
domaine scientifique. Cela a poussé au début des 1990 vers une émergence d’un intérêt biologique pour 
le système ubiquitine protéasome essentiellement avec des études génétiques particulièrement dans la 
levure démontrant que l’ubiquitination et le protéasome sont essentiels. Ces avancés ont permis d’apporter 
de la lumière sur ce système et ont permis notamment de mieux comprendre sa fonction de dégradation 
des protéines. Ce savoir accumulé est entre autres dû aux travaux chevronnés des chercheurs Aaron 
Ciechanover, Avram Hershko et Irwin Rose. Ces derniers ont par ailleurs remporté le prix Nobel de chimie 
en 2004 (3, 4). 
L’ubiquitination d’une protéine est une modification biochimique post-traductionnelle, au cours 
de laquelle une autre protéine appelé ubiquitine se fixe de manière covalente à la protéine substrat. 
L’ubiquitine est constituée de 76 acides aminés (8,5 kDa) dont 7 lysines qui peuvent servir de point de 






Figure 1.1 Structure de l’ubiquitine avec ses 7 résidus lysines. La structure de l’ubiquitine est 
en vert et ses 7 résidus lysines présents en surface de la molécule sont en rouge. En bleu apparaissent les 
atomes nitrogène des lysines. De plus la méthionine 1 (Met1) de l’ubiquitine possède un atome de sulfure 
qui apparait en vert clair et qui par ailleurs se trouve très proche de la Lys63 de l’ubiquitine. À l’extrémité 
C terminal on retrouve les résidus Gly75 – Gly76 avec leur atome d’oxygène en rouge clair et les atomes 
nitrogène en bleu. Il est à noter qu’à côté de chaque lysine se trouve un pourcentage en rouge indiquant 
l’abondance de chaine impliquant cette lysine chez la levure S. cerevisiae. Aussi entre parenthèses sont 
indiquées les fonctions présumées pour chaque type de chaine d’ubiquitine (Modifiée de Biochem Soc 





L’ubiquitine se fait via une cascade de trois réactions enzymatiques faisant intervenir trois enzymes 
différentes. L’ubiquitination débute par l’activation de l’ubiquitine par l’enzyme activatrice E1 à travers 
une carboxylation de manière ATP dépendante. Ensuite, l’ubiquitine activée est transférée de la E1 vers 
un groupe sulfure de l’enzyme de conjugaison E2. Finalement, la E2 se lie à la E3 qui elle lie la protéine 
substrat. Ainsi, la molécule d’ubiquitine est transférée par l’intermédiaire de l’ubiquitine-ligase E3 à un 
groupe amyle d’un résidu lysine (K) de la  protéine cible (Figure 1.2) (7).  
 
Figure 1.2 Illustration de la réaction d’ubiquitination suivie d’une dégradation 
protéasomale. L’enzyme E1 active la molécule d’ubiquitine via une réaction ATP-dépendante formant 
un lien thiol ester entre la E1 et l’ubiquitine. Celle-ci est ensuite transférée à la E2. Par la suite la E3 va 





quelques particularités se produisent dans le transfert. Il est généralement admis qu’une fois qu’un substrat 
possède une chaine d’ubiquitine formée par 4 molécules ou plus, notamment sur la lysine K48, la protéine 
est dirigée vers une dégradation protéasomale (Modifiée de Front Biosci (Landmark Ed). 2012;17:2197-
212.) (8).  
 
Actuellement, on dénombre chez l’humain 2 enzymes E1: UBA1 et UBA6. UBA1 représente la 
principale isoforme impliquée dans le marquage des protéines destinées à la dégradation protéique. Il a 
été reporté que des déplétions de E1 provoquent une diminution de la viabilité des cellules leucémiques 
en général et plus particulièrement du myélome multiple (9). On compte 42 enzymes E2 chez l’humain. 
L’E2 détermine le destin de la protéine en déterminant si la protéine sera multi-, mono- ou poly-
ubiquitinée. L’E2 détermine aussi le résidu lysine auquel sera conjugué l’ubiquitine (10). Chez l’humain 
on trouve environ 600 E3 qui peuvent être séparées en trois grandes familles.  On retrouve les RING 
(Really Interesting New Gene) et les U-BOX E3 qui lient à la fois la E2 et le substrat pour assurer le 
transfert de l’ubiquitine de la E2 au substrat. Il existe également les E3 de la famille des HECT (homology 
to E6AP C terminus) qui contrairement aux RING et U-BOX ne transfèrent pas l’ubiquitine de la E2 au 








Figure 1.3 Illustration de plusieurs familles de E3 ligases. Les E3 sont principalement divisées 
en 3 classes majeurs : les E3 de type U-BOX, les E3 de type RING et les E3 de type HECT. Les E3 de 
type U-BOX et RING lient à la fois la E2 et le substrat pour assurer le transfert de l’ubiquitine. Tandis 
que les HECT transfèrent l’ubiquitine de la E2 vers eux avant de la transférer au substrat. Par ailleurs, les 
E3 de types RING sont d’avantage divisées en sous familles comme celles appartenant à la sous famille 
Culline, APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) et d’autres. La sous famille E3 de type RING 
Culline 1 nécessite des protéines reconnaissant les substrats nommées les protéines F-BOX. Ces dernières 
sont également divisées en 3 groupes: les protéines FBXW contenant des répétions WD40, les FBXL 
riches en répétition leucine et les FBXO contenant d’autres domaines d’interactions (Modifiée de Front 
Biosci (Landmark Ed). 2012;17:2197-212.) (8). 
La réaction d’ubiquitination peut se produire plusieurs fois de suite et former une chaîne 
d’ubiquitine. C’est ce qu’on appelle une poly-ubiquitination. En effet, une protéine peut être ubiquitinée 





(ii) Par une multi-ubiquitination dans laquelle de multiples ubiquitines se lient à la protéine à différent 
résidus lysine. (iii) Par une poly-ubiquitination dans laquelle une chaine de poly-ubiquitine se lie à la 
protéine (Figure 1.4) (5, 12).  
Le type d’ubiquitination qu’a subi la protéine détermine le destin et les futures fonctions de la 
protéine. C’est entre autres ce qu’on appelle le code de l’ubiquitine (Figure 1.4). Chaque type 
d’ubiquitination possède une signification dans la cellule. Par exemple, la mono-ubiquitination semble 
être impliquée dans divers processus cellulaires notamment l’endocytose, la régulation des histones, la 
réparation de l’ADN ainsi que le transport des protéines. La multi-mono-ubiquitination est également 
impliquée dans l’endocytose, tandis que la poly-ubiquitination sur la lysine 48 (K48) est bien caractérisée 
par son rôle qui consiste à cibler les protéines vers la dégradation protéique par le protéasome 26S. Cette 
chaine est reconnue par le protéasome et permet la dégradation de la protéine cible. Ceci dit, une protéine 
doit avoir une chaîne composée d’au moins quatre ubiquitines pour que celle-ci soit reconnue par le 
protéasome et dégradée. La poly-ubiquitination sur la lysine 63 (K63) est impliquée dans la réparation de 






Figure 1.4 Le code de l’ubiquitine. Une molécule d’ubiquitine peut ubiquitiner sa protéine cible 
de différentes façons. En effet, par une mono-ubiquitination dans laquelle une seule ubiquitine lie la 
protéine ou par une multi-ubiquitination dans laquelle de multiples ubiquitines se lient à la protéine (A). 
Elle peut également former une poly-ubiquitination dans laquelle une chaine de poly-ubiquitine se lie à la 
protéine (B et C) (Modifiée de Cold Spring Harb Perspect Biol. 2010;2(12):a006734. ) (15). 
 
1.2 Déubiquitination 
L’ubiquitination, est une réaction réversible, et le détachement de l’ubiquitine est assuré par des 
enzymes appelées des déubiqutinases (DUBs). La balance entre l’ubiquitination et la déubiquitination 
contrôle le niveau et les fonctions des protéines cibles. Ainsi ce système arrive à réguler l’homéostasie de 





8 familles: les USP (Ubiquitin-Specifique Proteases), les UCH (Ubiquitin C-terminal Hydrolases), les 
OTU (Ovarian Tumor Proteases), MJD (Machado-Joseph disease protein domaine proteases), les JAMM 
(JAB1/MPN/Mov34 metallopeptidases), les MCPIP (Monocyte chemotactic protein-induced proteins) 
(17, 18) et récemment découvertes la famille MINDY en 2016 (19) et ZUFSP en 2018 (20). La plupart 
des sous-familles sont des protéases à cystéine également nommées protéases à thiol sauf une famille qui 
sont constituées de métalloprotéases (3, 12, 21). En effet, la familles JAMM constituent l’exception et 
appartient à la classe catalytique des métalloprotéases (22). 
Par ailleurs seule 7 membres des 14 déubiquitinases de la famille JAMM possèdent un motif 
JAMM fonctionnel liant l’ion Zn2+. À partir de ces 7 déubiquitinases 6 d’entre elles possèdent une activité 
peptidase connu (PSMD14, MYSM1, BRCC36, CSN5, AMSH et AMSH-LP) (Figure 1.5) (23). 
Les DUBs possèdent trois fonctions principales : (i) La maturation de l’ubiquitine à partir de 
précurseur d’ubiquitine inactif, (ii) Le retrait de chaine d’ubiquitine des protéines modifiées afin de 














Figure 1.5 Les différentes familles de déubiquitinases. Jusqu’à ce jour, 8 familles de 
déubiquitinases ont été découvertes. On distingue d’abord les protéases à cystéine aussi nommées 
protéases à thiol dont les familles MCPIP, ZUFSP, MINDY, UCH, USP, OTU et MJD. Puis la famille 
JAMM faisant partie des métalloprotéases nécessitant l’ion zinc. 
 
1.3 Protéasome 
Le protéasome 26S (PM 2400 kDa) est un complexe multi-protéique composé de plusieurs sous-
unités (Figure 1.6). Il est constitué d’un cœur catalytique 20S au centre et de deux complexes régulateurs 
19S (PM 700 kDa) présents chacun aux deux extrémités du complexe catalytique 20S (7). Le protéasome 
est présent dans le noyau et le cytoplasme des cellules eucaryotes (25). La fonction principale du 
protéasome est de dégrader les protéines. Les protéines dégradées par ce dernier peuvent faire partie des 
régulateurs du cycle cellulaire, des facteurs anti-apoptotiques, des molécules de signalisation cellulaire, 
des facteurs de transcriptions, des molécules inhibitrices ou activatrices etc. (Tableau I). La dérégulation 





des cellules cancéreuses dont la prolifération est rapide. En effet, les cellules cancéreuses nécessitent une 
grande synthèse protéique ainsi qu’une mitose non contrôlée (26). 
Protein Function Associated Disease % Disorder 
p21cip1 Cell cycle regulator Cancer 57 
p21kip1 Cell cycle regulator Cancer 98 
p33 Tumor suppressor Cancer 77 
p53 Tumor suppressor Cancer 62 
p63 Tumor suppressor Cancer 51 
p73 Tumor suppressor Cancer 33 
Rb Tumor suppressor Cancer 35 
BIMEL Pro-apoptotic protein Cancer 38 
MCL-1 Anti-apoptotic protein Cancer 30 
c-Fos Transcription factor Cancer 33 
IkBα NF-kB inhibitor Cancer 43 
ODC Biosynthesis of polyamines Cancer 15 
HIF-1α Transcription factor Cancer 55 
C/EBPα Transcription factor Myeloproliferative disease 40 
PGC-1α Transcription co-activator Neurological disorders 96 









Tableau I. Protéines substrats du protéasome 20S. La dérégulation de la dégradation de ces 
protéines clés dans la cellule peut mener au développement de plusieurs cancers (Modifiée de 





Le complexe 20S est formé de deux anneaux identiques β au centre auxquels se superposent deux 
anneaux identiques α. Ces quatre sous-unités, en forme d’anneau, se lient et forment ensemble le complexe 
20S « α β β α » du protéasome. Chaque anneau α ou β est lui-même constitué de 7 sous-unités différentes. 
Ces dernières sont nommées α1 à α7 ou β1 à β7. Chez les bactéries et les archaebactéries on ne retrouve 
qu’un seul variant de la sous-unité α et β (28). Au sein de ces sous-unités, ce sont principalement les sous-
unités β1, β2 et β5 des deux anneaux identiques β qui présentent des activités protéolytiques. En effet, 
elles présentent des spécificités de coupures différentes. La sous-unité β1 effectue des coupures de types 
caspase après les acides aminés acides (aspartate). Tandis que la sous-unité β2 effectue des coupures de 
type trypsine après les acides aminés basiques (arginine et lysine). Alors que la sous-unité β5 effectue des 
coupures de type chymotrypsine après les acides aminés hydrophobiques (glycine, alanine, valine, leucine 
et l’isoleucine) ou acides aminés aromatique (tyrosine, phénylalanine, tryptophane) (7, 29-31). 
 
Figure 1.6 Le protéasome 26S. Voici un model représentatif du protéasome 26S. Ce dernier est 





bien évidement formé de plusieurs sous-unités (Modifiée de Tokyo Metropolitan Institute of Medical 
Science. 2017) (32). 
Les deux complexes régulateurs 19S liés aux deux extrémités du cœur catalytique 20S sont 
constitués chacun d’une base et d’un couvercle. Ce dernier est constitué de 9 sous-unités non-ATPasique 
contenant des protéines déubiquitinases (PSMD14, USP14 et UCH37). Ces dernières ont pour rôle la 
reconnaissance des chaines de poly-ubiquitine fixées sur des protéines destinées à la dégradation. Ce 
couvercle lie ces chaines par ces deux récepteurs à ubiquitine S5A et ADRM1 et les détache 
principalement des protéines par la déubiquitinase associée au protéasome PSMD14. En ce qui concerne 
la base des complexes régulateurs, elle est constituée de 9 sous-unités dont 6 possèdent une activité 
ATPasique. La base est responsable du dépliement des protéines. Elle favorise leur entrée dans le cœur 
catalytique 20S et assure la liaison avec la sous unité catalytique (Tableau II) (7, 29-31).  
On retrouve trois déubiquitinases au sein de la sous-unité régulatrice du protéasome PSMD14, 
USP14, et UCH37 qui appartiennent à différentes familles. PSMD14 est une métalloprotéase contenant le 
domaine JAB1/MPM/Mov34 (JAMM). Alors qu’USP14 fait partie des protéases spécifiques à 
l’ubiquitine (USP) et qu’UCH37 appartient aux hydrolases à ubiquitine avec un domaine hydrolase C-
terminal de l’ubiquitine (UCH), PSMD14 constitue une sous-unité entière du complexe régulateur du 
protéasome 19S. Tandis que USP14 et UCH37 sont des protéases associées au complexe régulateur 19S 
(33).  
Il a été reporté que des mutations de gène codant PSMD14, USP14 et UCH37 entrainent la 
formation de protéines non fonctionnelles, avec des effets délétères chez les levures et les souris (34-36). 
En effet, des mutations ponctuelles de substitution d’acide aminé du domaine MPN+ de PSMD14 chez la 
levure ont produit des mutants présentant une diminution de la prolifération, une sensibilité à la 





(34). D’autres études ont également trouvé que chez les souris atteint d’ataxie (axJ/axJ), une insertion de 
5,2 kb (particule intracisternal A) dans l’intron 5 d’USP14 a été identifiée. Cette mutation altère 
l’expression de USP14 et a été liée aux désordres de transmission synaptique dans le system nerveux 
central et périphérique des souris axJ (35). Par ailleurs, il a été reporté par Al-Shami A en 2010 qu’une 
déplétion complète de UCH37 dans un model murin a engendré une létalité prénatale associée avec des 
défauts dans le développement du cerveau embryonnaire (36). 
Dans le protéasome 26S, PSMD14 est responsable d’enlever les chaines de poly-ubiquitine des 
protéines cibles. En parallèle, UCH37 et USP14 raccourcissent les longues chaînes de poly-ubiquitine 
















Sous-complexe Saccbaromyces cerevisiae Homo sapiens Fonction 
Base Rpn1 PSMD2/S2 Ubp6 et Ubiquitine/lie l’UBL 
Rpn2 PSMD1/S1 Structurale 
Rpn13 ADRM1 Ubiquitine / lie l’UBL 
Rpt1 PSMC2/S7 ATPase 
Rpt2 PSMC1/S1 ATPase 
Rpt3 PSMC4/S6 ATPase 
Rpt4 PSMC6/S10 ATPase 
Rpt5 PSMC3/S6a ATPase 
Rpt6 PSMC5/S8 ATPase 
Couvercle Rpn3 PSMD3/S3 Structurale 
Rpn5 PSMD12 Structurale 
Rpn6 PSMD11/S9 Structurale 
Rpn7 PSMD6/S10 Structurale 
Rpn8 PSMD7/S12 Structurale 
Rpn9 PSMD13/S11 Structurale 
Rpn11 PSMD14/Poh1/Pad1 Déubiquitinase 
Rpn12 PSMD8/S14 Structurale 
Sem1 PSMD9/Dss1/Rpn15 Structurale 
Cofacteur 
Additionnel 
Rpn10 PSMD4/S5a Ubiquitine/ lie l’UBL 
DUBs Associées Ubp6 Usp14 Déubiquitinase 
ND Uch37 Déubiquitinase 






Tableau II. Les sous unités du protéasome 26S. Voici l’ensemble des noms et fonctions des sous 
unités du protéasome (Modifiée de Annu Rev Biochem. 2018) (37). 
1.4 Protéasome et son implication dans le cancer 
Le dysfonctionnement du SUP est associé à différents types de cancers. Plusieurs travaux visant 
ce système permettent de mieux le comprendre. Ces recherches ont notamment permis de comprendre que 
le SUP est essentiel au maintien de l’homéostasie de la cellule. La dérégulation de la dégradation protéique 
joue un rôle primordial dans la survie, la croissance cellulaire ainsi que le développement des cancers 
humains (38, 39). Il a été reporté que les niveaux d’ARN messagers (ARNm) codant pour les différents 
composantes du protéasome sont augmentés considérablement dans plusieurs lignées de cellules 
hématopoïétiques malignes cancéreuses vis-à-vis des cellules issues de personnes normales (26). Il a 
également été reporté qu’une augmentation du niveau d’activité des protéasomes a été associé avec divers 
types de cancers dont celui du colon (40), de la prostate (41) et de la leucémie (26). Les cellules tumorales 
semblent être plus dépendantes au protéasome et donc plus sensibles à son arrêt de fonctionnalité que les 
cellules non tumorales (42, 43). Plusieurs études ont démontré qu’en inhibant le protéasome par des 
inhibiteurs chimiques, une dérégulation de la balance des protéines anti et pro-tumorales est créée. Celle-
ci s’accompagne d’une accumulation de protéines suppresseurs de tumeurs causant un arrêt du cycle 
cellulaire et de l’apoptose (41, 44, 45). Il a aussi été démontré que dans certaines tumeurs, l’inhibition du 
protéasome entraine un plus grand effet apoptotique que des agents cytotoxiques utilisés de nos jours (46, 
47). Ceci démontre que l’inhibition du protéasome présente une stratégie thérapeutique permettant de 
surmonter l’acquisition de résistance des cellules cancéreuses face aux agents cytotoxiques anti-tumorales 







Il existe par ailleurs d’autres types de protéasomes dont l’immunoprotéasome 20Si (Figure 1.7-
1.8). Ce dernier, est constitué de variants différents de sous-unité par rapport à celles présentes dans le 
complexe catalytique du protéasome 20S, en particulier β1i, β2i et β5i (49, 50). Il a été démontré qu’une 
stimulation par les cytokines, par le facteur nécrotique α et par l’interferon-γ entraine une augmentation 
de l’expression des sous-unités β1i, β2i et β5i afin de former la sous-unité catalytique 20S de 
l’immunoprotéasome. Ce dernier se lie par ses deux extrémités à deux complexes 11S au lieu des 
complexes 19S (Figure 1.9) (51). Par ailleurs, il a été reporté que l’immunoprotéasome joue un rôle dans 
la fabrication des antigènes au sein de la réponse immunitaire notamment en produisant des peptides 
immunogénique (49, 50). Face au protéasome 20S, l’immunoprotéasome possède une plus grande activité 
catalytique de type trypsine et chymotrypsine, mais une plus faible activité de type caspase. Ces propriétés 
enzymatiques que possède l’immunoprotéasome lui permettent de former des peptides qui peuvent se lier 
au complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) de classe I qui permet la présentation des antigènes (52, 
53). Par ailleurs, il a été démontré qu’il y a une augmentation de l’expression de l’immunoprotéasome 
dans le myélome multiple. Le bortézomib qui sera détaillé dans les sections suivantes inhibent également 
l’immunoprotéasome mais à un degré plus faible que le protéasome 20S normal (54, 55). De plus, il a été 
démontré que l’immunoprotéasome joue un rôle dans la résistance au bortézomib (56). 
Jouant un grand rôle au sein de la cellule et particulièrement vital pour les cellules cancéreuses, le 
protéasome présente une cible unique. En effet, de nombreux groupes de recherche essayent de découvrir 
de nouvelles cibles du SUP permettant de surmonter la résistance acquise par les cellules cancéreuses du 
myélome multiple et d’autres cancers hématologiques face aux inhibiteurs de protéasome actuels. De nos 





ubiquitines E3 ligases. (iii) Cibler la sous-unité régulatrice 19S. (vi) Cibler les déubiquitinases associées 
à la sous-unité régulatrice et développer de nouvelles thérapies combinatoires. 
 
 
Figure 1.7 Les différents types de protéasomes. Le protéasome a acquis au cours de l’évolution 
chez les vertébrés une diversité au niveau de ses sous unités catalytiques β. En effet, chez les vertébrés on 
a à ce jour identifier deux complexes 20S spécifique: l’immunoprotéasome et le thymoprothéasome. 
L’immunoprotéasome possède des sous unités β1i, β2i et β5i à la place de β1, β2 et β5 permettant 
d’augmenter la production des ligands du complexe CMH. En ce qui concerne le thymoprothéasome, il 





des cellules T CD8+ (Modifiée de Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science. 2017 et Keio J Med. 
2013) (32, 57). 
 
Figure 1.8 Les différentes combinaisons de protéasomes possibles. Le protéasome 20S peut 
s’associer avec un seul ou deux complexes régulateurs 19S. Lorsqu’il se lie avec deux complexes 
régulateurs 19S il forme ce qu’on appelle le protéasome 26S. L’immunoprotéasome 20S quant à lui peut 







1.6 Thérapie innovante contre le cancer: inhibition du protéasome 
Les inhibiteurs du protéasome ont d’abord été utilisés pour mieux comprendre le fonctionnement 
du protéasome avant de trouver qu’ils représentent un potentiel intéressant en tant que molécules à effet 
thérapeutique anticancéreux. Durant la dernière décennie, une nouvelle stratégie thérapeutique a émergé. 
Cette dernière consiste à inhiber le protéasome afin de traiter les personnes atteintes de myélome multiple 
(cancer des plasmocytes ou les lymphocytes B) et de lymphome (lymphome non hodgkinien qui touche 
les lymphocytes en général) (38, 59, 60). Les cellules cancéreuses du myélome multiple sont des cellules 
prolifératives qui produisent d’énormes quantités de protéines défectueuses nécessitant d’être dégradées 
par le protéasome (61). 
Cette énorme quantité de protéines produite par le cancer du myélome multiple le rend une cible 
intéressante pour les inhibiteurs de protéasome. Puisque le protéasome est responsable de la dégradation 
plus de 80% des protéines intracellulaire des cellules de mammifère (62). Contrairement à d’autres 
cancers, le myélome multiple se distingue par sa production élevée de protéines. Cette caractéristique rend 
le myélome multiple plus sensible aux inhibiteurs de protéasome contrairement à d’autres types de cancer. 
De plus, il est important de noter que les inhibiteurs de protéasome tuent également les cellules humaines 
normales et saines. Cependant, grâce à une fenêtre thérapeutique les scientifiques ont démontré qu’il est 
possible de cibler spécifiquement les cellules cancéreuses et non les cellules normales. Ce concept de 
fenêtre thérapeutique se base sur une dose létale pour les cellules cancéreuses mais non létale pour les 
cellules normales. 
Le myélome multiple est un cancer malin de cellules néoplasiques nommées plasmocytes 
(lymphocyte B activé) qui se développent dans la moelle osseuse. Il est caractérisé par la présence 
d’immunoglobuline monoclonale dans le sang et l’urine appelé des protéines-M (63). Ce cancer est 





et anémie (64). En déséquilibrant le remodelage de l’os, le myélome multiple induit des altérations 
osseuses. Chez les patients atteints de ce type de cancer, on distingue une augmentation de la formation 
d’ostéoclastes et une diminution de la formation d’ostéoblastes. Les cellules du myélome sécrètent un 
facteur activateur des ostéoclastes, le RANKL, qui permet d’activer le récepteur RANK présent à la 
surface des ostéoclastes. Ce dernier active le facteur nucléaire kappa B favorisant ainsi l’activation des 
ostéoclastes et donc la résorption osseuse. Par ailleurs, les plasmocytes malins catabolisent 
l’ostéoprotégérine qui se lie au récepteur de RANKL et le neutralise. De plus, les cellules malignes du 
myélome sécrètent une cytokine DKK1 qui inhibe les ostéoblastes. Ainsi, ce déséquilibre entre différents 
facteurs impliqués dans le remodelage osseux aboutit à des lésions osseuses chez les patients atteints de 
myélome multiple (65). Le myélome multiple est le second cancer hématologique malin le plus répondu. 
Il représente 13% des cancers hématologiques et 1% de tous les cancers (66). Il a été démontré que le 
microenvironnement de la moelle osseuse joue un rôle dans la survie et le développement du myélome 
multiple (63).  
Le lymphome est un cancer qui touche le système lymphocytaire. Dans ce type de cancers, on 
assiste à la prolifération non contrôlée de cellules lymphoïdes, les lymphocytes. Il existe deux types de 
lymphomes : le lymphome hodgkinien et le lymphome non-hodgkinien. Le lymphome hodgkinien se 
caractérise par la présence de cellules anormales lymphoïdes qui se regroupent et forment un granulome 
hodgkinien. Aussi, le lymphome se caractérise généralement par la présence de cellules volumineuses, 
appelées des cellules de Steinberg. Inversement dans le lymphome non-hodgkinien on ne retrouve pas de 
granulome hodgkinien ni de cellules de Steinberg. Le bortézomib agit sur les lymphomes non-hodgkinien 
(38, 59, 60). 
Tous ces cancers décrit ci-dessus font partie des cancers du sang, des leucémies. En 2003, l’agence 





approuvée le premier inhibiteur du protéasome: le bortézomib (Figure 1.9) (39). Aussi appelé Velcade et 
Cytomib par les compagnies biopharmaceutiques  Millennium Pharmaceuticals et Venus Remedies 
respectivement. Agissant comme un agent antinéoplasique, la thérapie à base de bortézomib est devenue 
un traitement contre le myélome multiple à tous les stades de son développement. Il est également utilisé 
contre le lymphome non-hodgkinien. Cette thérapie innovante a permis d’accroitre de façon significative 
le taux de survie des patients atteints du myélome multiple et du lymphome non-hodgkinien (67). Le 
succès qu’a connu cet inhibiteur du protéasome notamment dans le cadre de ces deux types de cancers, 

















Figure 1.9 Mécanismes d’action du bortézomib. Le bortézomib se lie avec le site actif thréonine 
hydroxyle de la sous-unité β5 ce qui bloque l’activité protéolytique de type chymotrypsine du complexe 
catalytique du protéasome 20S. Il se lie aussi à la sous-unité β1 et β2 mais avec une faible affinité 





1.7 Avantages et inconvénients de la chimiothérapie à base de bortézomib 
Le bortézomib est un peptide dérivé des acides boroniques. Il est composé, allant de l’extrémité 
N-terminale à l’extrémité C-terminale, d’un acide pyrazinoic, d’une phenylalanine, d’une leucine suivie 
d’un acide boronique. Il a été produit en 1995 par Myogenics, il était nommé MG-341 au début. Puis, par 
la suite il a été renommé PS-341. Le produit a fini par être acheté en 1999 par Millennium Pharmaceuticals 
qui l’a renommé bortézomib. Son nom chimique est [3-méthyl-1-(3-phényl-2-pyrazin-2-ylcarbonylamino-
propanoyl) amino-butyl] acide boronique et sa formule chimique étant C19H25BN4O4. Le bortézomib est 
un inhibiteur réversible du protéasome 20S. L’acide boronique du bortézomib se lie avec le site actif 
thréonine hydroxyle de la sous-unité β5 ce qui bloque l’activité protéolytique de type chymotrypsine du 
complexe catalytique du protéasome 20S. Il se lie aussi à la sous-unité β1 et β2 mais avec une faible 
affinité (Figure 1.11) (38, 39). Entrainant l’arrêt du fonctionnement du protéasome, le bortézomib finit par 
déclencher l’arrêt de la croissance cellulaire et l’apoptose dans les cellules cancéreuses, notamment en 
affectant la voie NF-Kb (38, 69) et la balance des protéines pro- et anti-inflammatoire (70, 71). Il a été 
reporté qu’il induit l’apoptose en activant p53 qui dépend de la surexpression de Noxa (70-72). Toutefois, 
les effets cytotoxiques du bortézomib peuvent être contournés à travers l’induction de mécanismes de 
survie impliquant la surexpression de Akt (73), la réponse au stress par le réticulum endoplasmique, la 
réponse de déroulement des protéines, la dégradation des protéines mal repliées par les aggrésomes 
médiées par l’histone déacetylase (HDAC) et l’autophagie (74, 75). Sur le plan pharmacocinétique, le 
bortézomib atteint de plus grandes concentrations dans le plasma lorsqu’il est administré de manière 
intraveineuse que sous-cutané. Il possède une demi-vie de plus de 40 heures (76). 
Cette percée créée par le système d’action du bortézomib représente une innovation dans la lutte 
contre le cancer. Depuis, la découverte de son mécanisme d’action une nouvelle voie a été ouverte pour 





d’autres types de cancers. Depuis sa validation par la FDA, le bortézomib a prouvé qu’en ciblant le SUP 
on peut espérer traiter certains types de cancers humains. En effet, depuis son arrivé sur le marché, le taux 
de survie des patients atteints de myélome multiple en particulier a augmenté de 2 à 3 fois (77). Outre son 
effet sur les cellules cancéreuses, il a été reporté qu’il favorise la formation des os par des mécanismes 
mal compris (78). Les effets anti-tumoraux du bortézomib ont été attribué à l’altération de l’activité du 
facteur de transcription NF-kB (qui joue un rôle essentiel dans la croissance, la survie et la 
chimiorésistance en régulant l’expression de IL-6 et IGF-1) (69, 79, 80), à l’accumulation de protéines du 
cycle cellulaire (81), à un déséquilibre de la balance entre les protéines pro- et anti-apoptotiques (82, 83), 
à la stimulation du stress du réticulum endoplasmique (84) et à la détérioration des voies de réparation de 
l’ADN (85). En conditions normales, le facteur NF-Kb est séquestré dans le cytoplasme et inactivé par 
IkB qui le lie. Lorsque la cellule est soumise à un stress, IkB est poly-ubiquitiné et dégradé par le 
protéasome, ce qui libère NF-kB et le rend actif. Ce dernier entre dans le noyau et favorise la survie 
cellulaire en activant la transcription de divers gènes dont les gènes anti-apoptotiques (Bcl-2, cIAP1 et 
cIAP2) (86-88). 
Toutefois, bien qu’étant une molécule antinéoplasique aux diverses vertus, le traitement au 
bortézomib est associé avec des complications. En effet, certains patients traités par ce médicament ne 
répondent pas ou ne réagissent pas de manière optimale. On observe également des rechutes chez les 
patients qui répondent au traitement de ce médicament. Malgré l’espoir qu’a fourni le bortézomib, la 
plupart des patients atteints du myélome multiple présentent une rechute face au traitement et meurent. 
De plus, il a aussi été observé qu’il provoque des neuropathies périphériques, de la fatigue, des effets 
gastro-intestinaux et de la cytopénie. La neuropathie touche les neurones qui transportent les flux nerveux 
ou l’information au système nerveux central. Elle touche 37 à 44% des patients traités (89). De plus, ce 





Le mécanisme de résistance développé par les cellules cancéreuses des patients traités par le 
bortézomib n’est pas très bien compris. Sur la base d’études effectuées sur des cellules, les chercheurs ont 
émis plusieurs hypothèses qui tentent d’élucider les différents mécanismes développés par les cellules 
cancéreuses présentant une résistance au bortézomib: (i) l’apparition de mutations ou une surexpression 
de la sous-unité β5 à laquelle se lie le bortézomib principalement (91, 92), (ii) une surexpression ou une 
activation des effecteurs en aval (Bcl-2 (93) et NF-kB (94), (iii) la diminution des niveaux des protéines 
pro-apoptotique et l’augmentation des niveaux des protéines anti-apoptotique (Bcl-2, Akt, MKP-1) (74), 
(iv) l’altération de la synthèse des protéines, le traitement et le transport par une grande sécrétion de 
protéine chaperonne GRP-78 (réponse aux protéines dépliées), une surexpression des protéines de choc 
thermique, la phosphorylation de eIF2α par la kinase régulatrice de l’inhibiteur hème ou encore par 
l’induction d’autophagie (74, 95, 96). Ceci dit sur le plan clinique on ne connait toujours pas l’importance 
de chacun des mécanismes chez les patients. 
Cependant, le bortézomib a mis en valeur l’importance du système ubiquitine-protéasome comme 
cible thérapeutique pour le traitement du myélome multiple. Ceci montre l’urgence et le besoin de chercher 
de nouvelles composantes du protéasome, comme cibles pour développer de nouveaux traitements contre 
le myélome multiple. 
 
1.8 Seconde génération d’inhibiteurs du protéasome 
Afin de surmonter cette résistance au bortézomib, les chercheurs se sont dirigés vers la recherche 
de nouveaux inhibiteurs du protéasome plus efficace et spécifique que le bortézomib. Ainsi, la seconde 
génération des inhibiteurs du protéasome a commencé à faire son apparition (97). L’idée était de 





une plus grande spécificité afin de réduire les effets hors-cible. La seconde génération d’inhibiteurs 
incluant le Carfilzomib (approuvé par la FDA en aout 2012) qui a par ailleurs montré une activité 
anticancéreuse chez une minorité de patients atteints de myélome multiple présentant une rechute ou une 
résistance au bortézomib (97). Il présente également moins de neuropathie périphérique que son 
prédécesseur (98). D’autres inhibiteurs du protéasome issus de la seconde génération ont apparu dont 
l’Oprozomib, l’Ixazomib, le Marizomib, l’Ixazomib etc. Ces derniers se caractérisent par des propriétés 
pharmacologiques différentes et démontrent des activités anticancéreuses chez les patients présentant une 
résistance au bortézomib (99).  
En résumé, la balance entre la synthèse et la dégradation protéique est hautement régulée dans les 
cellules normales. La plupart des protéines intracellulaire sont dégradées par le système ubiquitine-
protéasome. Ce système permet de dégrader 80 à 90% des protéines intracellulaires. Les protéines 
destinées à la dégradation par le protéasome sont marquées en général par une chaine de plusieurs 
ubiquitines. Cette ou ces étiquettes d’ubiquitine permettent au protéasome 26S de reconnaitre et de 
dégrader en peptide les protéines destinées à la dégradation et permet à la cellule de recycler les acides 
aminés et les molécules d’ubiquitines(29, 30). Ce cercle permanent existant entre synthèse et dégradation 
protéique dépendante du protéasome doit fonctionner en permanence dans les cellules de mammifères. Le 
déséquilibre de ce système, en inhibant le protéasome, provoque une accumulation de protéines 
engendrant un stress protéotoxique induisant une mort cellulaire. Par l’intermédiaire d’une fenêtre 
thérapeutique dose dépendante, on arrive à cibler d’avantage les cellules cancéreuses à l’encontre des 
cellules saines. Cela s’explique par la grande charge de protéines produites par les cellules cancéreuses 







1.9 Hypothèse et objectifs 
Depuis son apparition sur le marché, le bortézomib a permis d’augmenter le taux de survie des 
patients atteints de myélome multiple et de lymphome non- hodgkinien. Cependant les cellules 
cancéreuses des patients traités par ce médicament développent une résistance. Ultimement les patients 
rechutent face au traitement et succombent au cancer. Par conséquent, cette maladie demeure un problème 
de santé public majeur et oblige un besoin absolu de développer de nouvelles thérapies. 
Afin de contourner cette résistance acquise face aux inhibiteurs du protéasome tel que le 
bortézomib, nous avons décidé d’adopter une nouvelle approche thérapeutique. En effet, notre hypothèse 
consiste à investiguer d’autres composantes du système ubiquitine protéasome comme les déubiquitinases 
et les enzymes de conjugaison de l’ubiquitine. Nous pensons que les DUB et les E2 sont des cibles 
thérapeutiques anticancéreuses possibles dont l'inhibition pourrait surpasser la résistance acquise au 
bortézomib. 
 
Ainsi, nos objectifs étaient les suivants : 
1- Faire des cribles pour des DUB et E2 dont l'inhibition surpasse la résistance acquise aux 
inhibiteurs du protéasome et valider les cibles obtenues en tant que nouvelles cibles candidates pour le 
traitement du MM et d'autres types de cancers. 





























2.1 Culture cellulaire 
Les cellules cancéreuses adhérentes de l’ostéosarcome U2OS, du col de l'utérus HeLa, du côlon 
HCT 116 et du rein embryonnaire HEK293T sont maintenues dans un milieu riche en glucose DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium # Life Technologies 11995065). Tandis que les cellules 
cancéreuses en suspension du lymphome Raji, du myélome multiple JJN-3, du myélome RPMI 8226 ainsi 
que celles du mésothéliome MET5A, NCIH290, yMESO14, WM 3248, H2373, H1187, MSTO211, 
yMESO45, H1299, SK MEL2, MOLT4 sont maintenues dans un milieu riche en glucose RPMI (Roswell 
Park Memorial Institute medium # Life Technologies 11875-093). Ces milieux sont supplémentés avec 
5% sérum de veau (new born serum NBS # Thermoscientific SH30541.03) ou 10 % sérum de fœtus de 
bovin (fetal bovine serum FBS # Wisent 95150), 1 % pénicilline et streptomycine (100 U/ml et 0,1 mg/ml 
respectivement) et de 1 % glutamine (584 mg/ml). Les cellules sont maintenues en culture à 37 °C avec 5 
% CO2. Par ailleurs, la Figure S6.1A est une représentation schématique expliquant la procédure utilisée 
pour générer des cellules résistantes au bortézomib. 
 
2.2. Construction et Purification de plasmides 
Plasmides: LentiCRISPR-v2 (Addgene; 52961), pRSV-Rev, pMDLg/pRRE, pMD2-VSVG et 
GFP N3, pENTR-GFP (Voir tableau VI.). 
Plasmides de PSMD14: pENTR-myc-PSMD14 WT, pENTR-myc-PSMD14 CD, LentiCRISPR-
v2-gARN1-PSMD14, LentiCRISPR-v2-gARN2-PSMD14 et LentiCRISPR-v2-gARN3-PSMD14 










Les séquences d’ARN guide (ARNg) ont été générées à l’aide des séquences des gènes humains 
des protéines PSMD14, USP14 et UCH37 fournies par le site NCBI. Voici les liens des pages des gènes 
PSMD14, USP14 et UCH37 utilisées respectivement « http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10213 », « 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9097 » et « https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/51377 ». Le 
programme CHOPCHOP a également été utilisé pour déterminer de façon automatique des séquences 
d’ARNg « https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/ ». Le choix de l’ARNg se fait en fonction de l’exon ciblé, 
du pourcentage GC, des séquences hors cible et finalement de l’efficacité prédite. Par la suite, le site Off-
Spotter a été utilisé pour vérifier les séquences du génome reconnu par notre ARNg choisi « 
https://cm.jefferson.edu/Off-Spotter/ ». Cette vérification permet de détecter les effets hors cible de 
l’ARNg choisi. Finalement le site Reverse Complement a été utilisé pour obtenir la séquence 
complémentaire de l’ARNg « http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html ». Les gARN utilisés 
sont présentées dans le tableau V. 
 
2.2.2 Digestion et purification 
La digestion du plasmide LENTIv2 (13450 paires de base) avec l’enzyme de restriction BsmBI 
permet de retirer du plasmide une séquence de 2 kb afin d’introduire la séquence d’ADN qui code pour 





Pour cela une digestion et une déphosphorylation du plasmide LENTIv2 a été réalisée à l’aide de 
5 µg de plasmide LENTIv2 (# Addgene plasmid # 52961), 3 µl de FastDigest BsmBI (# FD0454), 3 µl de 
FastAP (# EF0654), 6 µl 10X tampon FastDigest, 0.6 µl 100 mM DTT et 42,4 µl d’H2O pour un volume 
final de 60 µl. Ce mélange est gardé à 37°C pendant 30 min. Ces plasmides digérés sont déposés sur gel 
d’agarose 2%. La portion du gel contenant les plasmides est coupée puis solubilisée utilisant la trousse 
QIAquick Gel Extraction (#28704 et 28706) à 50°C pendant 10 min. Ce mélange est ensuite déposé sur 
une colonne, centrifugé, lavé avec 750 µl de tampon PE et élué avec 50 µl de tampon d’Elution.  
 
2.2.3 Hybridation des séquences d’ADN codant pour un ARNg 
Une phosphorylation et une hybridation de la séquence d’ADN sens et non-sens codant pour 
chaque ARNg utilisé a été fait. Pour ce faire 1 µl de la séquence d’ADN sens (100 µM), 1 µl de la séquence 
d’ADN non-sens (100 µM), 1 µl du 10X T4 tampon Ligation (# NEB B0202S), 6.5 µl d’H2O et 0.5 µl de 
T4 PNK (# NEB M0201S) pour un volume final de 10 µl. Ce mélange est mis dans un thermocycler à 
37°C pendant 30 min. Puis à 95°C pendant 5min avant de descendre jusqu’à 25°C en diminuant de 5°C 
chaque minute. Finalement, les oligonucléotides sont dilués à 1:200 avec de l’eau stérile 
 
2.2.4 Ligation 
La réaction de la ligation a été réalisée dans un tube eppendorf contenant 5 µl de tampon Ligase 
(50 mM Tris-HCL, 10 mM MgCl2, 1 mM ATP et 10 mM DTT), 4 µl du plasmide LentiCRISPRv2 digéré 
et purifié, 1µl d’ADN (ARNg) voulu et 1 µl de ligase T4 (# NEB M2200S) avant de garder à température 







Des bactéries de type E. coli TOP 10 ont été utilisées pour le clonage des séquences ADNs (ARNg) 
dans le plasmide LentiCRISPRv2. Pour ce faire, 7,5 µl du mélange de ligation sont ajoutés à 100 µl de 
cellules compétentes d’E. coli TOP 10. Les tubes sont mis sur glace pendant 20 min avant de les placer 
sur une plaque chauffante à 42 °C pendant 1 minute et 20 secondes. Par la suite, 500 µl de milieu LB 
(Broth Lennox # 800-060-LG) sont ajoutés et les cellules sont mise dans un incubateur sous agitation à 
37°C pendant une heure. Après cette incubation, les échantillons sont centrifugés à 3 500 rpm pendant 5 
min afin d’éliminer 600 µl du surnageant. Les cellules concentrées sont mélangées par pipette et étalées 
sur des boites de pétris contenant agar (# AGR 003.1) supplémenté de l’ampicilline à 100 µg/ml. Les 
boites sont ensuite mises dans un incubateur à 37 °C pendant au moins 12 h. Une seule colonie a été 
sélectionnée par type de ligation et vérifiée pour la présence du plasmide par la méthode d’extraction au 
phénol chloroforme et a été cultivée dans 5 ml du milieu LB en présence de l’ampicilline. Après 
croissance, 1 ml a été mélangé avec 200 µl de glycérol et congelé à -80 °C pour la conservation. Les 4 ml 
restants ont été utilisés pour les préparations des plasmides par « mini-préparation » afin de les utiliser 
lors de la transfection des cellules 293T. 
 
2.2.6 Crible des plasmides: méthode d’extraction au phénol chloroforme 
La vérification de la présence de l’insert correspondants aux ADNs codants les ARN guides dans 
le plasmide Lentiv2 est réalisée par la méthode d’extraction au phénol chloroforme. 80 µl des cellules de 
la colonie sélectionnée sont mélangés avec 40 µl de LB 6X (10 mM Tris-HCl (pH 7.6) 0.15 % orange G, 





est vortexé puis centrifugé à 14 000 rpm pendant 2 min. Un échantillon de 25 µl du surnageant est déposé 
sur un gel d’agarose. 
 
2.2.7 Purification des plasmides 
La mini-préparation a été réalisé à l’aide de la trousse (EZ-10 Spin Column Plasmid DNA 
MiniPreps, numéro de catalogue # BS614) de Bio Basic selon la recommandation du fournisseur. Les 4 
ml restants des échantillons bactériens sont centrifugés à 3 500 rpm pendant 10 min. 100 µl de solution I 
(solution de resuspension des cellules: 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM EDTA et 100 µg/ml RNase A) 
sont ajoutés au culot puis homogénéisés par vortex. L’échantillon est incubé à température ambiante 
pendant 1 min avant d’ajouter 200 µl de solution II (solution de lyse des cellules: 0.2 M NaOH et 1 % 
SDS) et de mélanger par simple inversion 4 à 6 fois. Après 1 min d’incubation à température ambiante, 
350 µl de solution III (solution de neutralisation: 3 M acétate de potassium et 2 M acide acétique) sont 
ajoutés et mélangés par inversion 4 à 6 fois. Le surnageant obtenu après centrifugation (12 000 rpm 
pendant 5 min) est transféré sur une colonne. Après centrifugation (10 000 rpm pendant 2 min) de la 
colonne, le filtrat est jeté et l’ADN plasmidique est lavé deux fois par 750 µl avec une centrifugation à 10 
000 pendant 10 min puis élué par 60 µl de solution d’élution. Les plasmides purifiés sont gardés à -20 °C. 
 
2.3 Préparation des gels 
 





- 0,7 % : Pour préparer deux grands gels (30 puits) et deux petits gels (15 puits), 300 ml de TAE 
1X sont utilisés auxquels on ajoute 2,1 g d’agarose (# AGA 002.500). L’ensemble est dissout aux micro-
ondes pendant environ 2 min avant d’ajouter 15 µl de bromure d’éthidium. 
- 2 % : Les mêmes étapes sont utilisées que pour la préparation d’un gel 0,7 % (voir ci-dessus) en 
utilisant 6 g d’agarose. 
 
2.3.2 Gel d’acrylamide 6, 8, 10 et 15 %  
Pour chaque gel 8 ml de solution contenant 6, 8, 10 ou 15 % d’acrylamide (# BioShop ACR001.5 
# Sigma 146079), dépendamment du gel voulu, sont versés entre les plaques de verres tenu par un support 
pour couler le gel avant d’ajouter 600 µl d’isopropanol et d’attendre qu’il polymérise. Par la suite, 
l’isopropanol est retiré. Les gels sont lavés avec de l’eau stérile avant de déposer 3 ml de gel de 
concentration et de mettre les peines. Après polymérisation les gels sont immédiatement utilisés ou 
conservés à 4 °C. Voir ci-dessous les différents volumes prélevés de chaque composé pour obtenir 6 gels 
de chaque type de concentration: 
- Gel de séparation d’acrylamide de 6 %, préparation pour un volume final de 50 ml : 26,5 ml 
d’H2O, 10 ml de 30 % Acrylamide mix, 12,5 ml de 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,5 ml de 10 % SDS (# BioShop 
SDS001.100), 0,5 ml de 10 % APS (Amonium Persuflate# BioShop AMP001.100) et de 0,04 ml TEMED 
(# Invitrogen 15524010). 
- Gel de séparation d’acrylamide de 8 %, préparation pour un volume final de 50 ml : 23,2 ml 
d’H2O, 13,4 ml de 30 % Acrylamide mix, 12,5 ml de 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,5 ml de 10 % SDS, 0,5 ml de 





- Gel de séparation d’acrylamide de 10 %, préparation pour un volume final de 50ml : 20 ml d’H2O, 
16,6 ml de 30 % Acrylamide mix, 12,5 ml de 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,5 ml de 10 % SDS, 0,5 ml de 10 % 
APS et de 0,02 ml TEMED. 
- Gel de séparation d’acrylamide de 15 %, préparation pour un volume final de 50 ml : 11,4 ml 
d’H2O, 25 ml de 30 % Acrylamide mix, 12,5 ml de 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,5 ml de 10 % SDS, 0,5 ml de 
10 % APS et de 0,02 ml TEMED. 
-Gel de concentration, préparation pour un volume final de 50 ml : 34 ml d’H2O, 8,5 ml de 30 % 




La migration des échantillons sur gel d’agarose s’est effectuée à 120 V pendant environ 20 min. 
Tandis que la migration des échantillons sur gel de polyacrylamide s’est effectuée à 150 V jusqu’à ce que 
les échantillons traversent le gel de concentration. Par la suite la migration est poursuivie à 200 V jusqu’à 




2.4.1 Procédure de l’immunobuvardage 
Les cellules ensemencées dans des pétris sont lysés avec une solution de lyse (25 mM Tris 7,5 pH 





pendant 5 min afin de s’assurer de la lyse complète des cellules. Par la suite, les échantillons sont soniqués 
afin de détruire la chromatine. Puis dosés par technique de dosage colorimétrique BCA (BiCinchoninic 
acid Assay). La concentration protéique des échantillons est alors déterminée. Finalement, les échantillons 
sont centrifugés puis dilués dans du tampon de dénaturation laemmli (laemmli 2X: Tris/HCl 68,8 mM, 
SDS 2,1 %, glycérol 26,3 %, bleu de bromophénol 0,01 %, pH 6,8), additionné de bêta-mercaptoéthanol 
ce qui permet de dénaturer, de solubiliser et de modifier les charges des protéines. Ce tampon confère une 
charge négative aux protéines responsables de la migration des protéines de la borne négative vers la borne 
positive. Les échantillons sont ensuite mis sur plaque chauffantes à 100 °C pendant 5 min. 40 µg par µl 
de protéine sont chargés sur gel d’acrylamide, dans une cuve contenant une solution d’électrophorèse TGS 
1x (Tris-glycine-SDS). 4 µl de marqueur de poids moléculaire sont chargés au premier puits du gel (# : 
161-0373 (BIO-RAD Laboratories)) 
Après migration, les protéines sont transférées sur membrane PVDF (polymère de fluorure de 
vinylidène, PolyVinyliDene Fluoride) pré-incubée dans du méthanol 100 %. L’étape de montage 
s’effectue dans le tampon de transfert (200 ml de solution tampon TG 10X (tris-glycine concentré 10 fois) 
sans SDS, 400 ml de méthanol 100 %, 10 ml de SDS 10% et 1400 ml d’eau = pour un volume final de 2 
L). Les protéines chargées négativement migrent vers le positif (borne positif ← éponge - papier watman 
– Membrane – Gel - papier watman - éponge ← borne négatif). Les protéines se fixent à la membrane 
grâce à des interactions hydrophobes et ioniques entre la membrane et les protéines.  
Le transfert liquide s’effectue à 4 °C pendant 3 h à 0,5 A ou 30-35 V durant toute la nuit. Une fois 
Le transfert effectué, les membranes sont incubées dans du rouge Ponceau S (0.5 % Ponceau S, 1 % acide 
acétique glacial) pour vérifier l’efficacité du transfert. Ensuite, la membrane est incubée dans une solution 
de lait 5 % dilué dans du PBS tween 0,1 % (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,76 mM 





10 min chacun sont effectués dans du PBS tween 0,1 % afin d’enlever l’excèdent de lait. Par la suite, les 
membranes sont incubées avec une solution contenant l’anticorps primaire (PBS tween 0,1 %, 1 % de 
BSA, 1 mM d’azoture de sodium et l’anticorps primaire) à une température ambiante pendant 3 h ou 
pendant toute la nuit.  
Après incubation, les anticorps sont récupérés, la membrane est lavée 3 à 4 pendant 10 min avec 
du PBS tween. La membrane est ensuite incubée avec une solution d’anticorps secondaire (solution de lait 
5 % dans du PBS tween 0,1 % et l’anticorps secondaire) pendant 1h à température ambiante. 3 à 4 lavages 
sont effectués avec du PBS tween pendant 10 min chacun. Le signal des bandes est obtenu à l’aide de 
l’appareil LAS-3000 LCD couplé au logiciel MultiGauge.  
 
2.4.2 Les anticorps utilisés  
Les anticorps primaires et secondaires utilisés sont décrits plus en détail dans le tableau Tableau 
III. Les anticorps utilisés (nom, dilution, compagnie et numéro de catalogue). 
 
2.5 Transfection 
ARNi ont été transfectés avec de la lipofectamine ARNi MAX (Life Technologies) et Opti-MEM. 
Les plasmides ont été transfectés avec la lipofectamine 2000 (Life Technologies) et Opti-MEM pour 
vérifier l’expression avant leur utilisation pour générer des virus. Le milieu est remplacé par un milieu 
non complet avant d'ajouter le mélange de transfection. Le mélange Opti-MEM, lipofectamine et ARNi 
ou plasmide est ajouté en fin d’après-midi. Le lendemain matin, après une durée de transfection de plus 





transfection est effectuée dans le cas d’un ARNi. Le criblage des déubiquitinases a été réalisé par la 
librairie Dharmacon (# GU-104705-05). Tandis que le criblage des enzymes de conjugaisons a été réalisé 
par la librairie Sigma (services personnalisés de synthèse de siRNA). 
 
2.6 Production virale et infection 
Le knockout a été réalisé par le système CRISPR/Cas9 par l’intermédiaire de plasmides lentiviraux 
LentiCRISPRv2. Au cours du jour 1, environ 5.10^6 de cellules cancéreuses de type 293T sont 
ensemencées dans des pétris de 10 cm contenant 10 ml de milieu DMEM additionné de 10 % FBS. Lors 
du jour 2, ces cellules sont transfectées en utilisant du PEI (Polyethylenimine #Polysciences 23966): dans 
un tube eppendorf de 1,5 ml, 12 µg du plasmide LENTIv2 contenant un ARNg, 3 µg du plasmide RSV-
Rev, 3 µg de pRRE, 6 µg de plasmide VSVG et 50 ng de plasmide GFP sont mélangées dans 500 µl 
d’OPTI-MEM (Thermo Fisher # 31985070). Les gARN utilisés sont présentées dans le tableau V. 48 µl 
de PEI sont ensuite ajoutés au mix de telle sorte à obtenir un ratio de 2 (PEI): 1 (ADN). Par la suite, 
l’échantillon est vortexé avant d’être incubé pendant 5 min à température ambiante. Ce mélange est donc 
déposé goutte à goutte sur les cellules 293T suivi d’une incubation à 37 °C. Pendant la troisième journée, 
le milieu est aspiré et renouvelé avec 10 ml de milieu frais dans les pétris avant de ré-incuber à 37 °C.  
Au cours de la quatrième journée, le surnageant est récolté, filtré à l’aide d’une seringue et d’un 
filtre millipore de 0,45 µm. Ce surnageant constitue le stock viral synthétisé par les cellules 293T et sera 
utilisé pour l’infection des cellules U2OS. Pour être infecté les cellules U2OS sont ensemencé à une 
densité de 25 % dans 10 ml du milieu DMEM et incuber une journée à 37 °C. Le milieu de culture est 





1 ml du stock viral supplémenté avec du polybrène (6 µg/ml, Hexadimethrine bromide # Sigma H9268-
10G) pour favoriser l’infection. Les cellules U2OS infectées sont incubées à 37 °C pendant 48 h.  
Si l’infection n’est pas effectuée après la récolte des virus, ces derniers peuvent être congelé à une 
température de -80 °C. Lors de l’infection, les virus congelés peuvent être décongelé rapidement à 37 °C. 
Afin d’obtenir des populations stables exprimant nos plasmides LentiCRISPRv2, les cellules sont 
soumises à une sélection à la puromycine (2 µg/ml) 48 h après l’infection. Finalement, les cellules sont 
lavées trois fois avec du PBS 1x avant de mettre un nouveau milieu ou de les prélever pour analyse. 
 
2.7 Test de prolifération MTT 
Le test de prolifération MTT a été réalisé dans des plaques de 24 puits. 35 000 cellules sont 
ensemencées en triplicat dans un volume final de 1 ml de milieu de culture par puit. Les cellules sont 
incubées à 37 °C pendant 24 h, 48 h, et 72 h avec ou sans bortézomib pour la validation des cellules U2OS. 
Mais pour le test MTT réalisé après knockout de PSMD14, le bortézomib n’a pas été ajouté. Les cellules 
sont ensuite traitées avec 100 µg/ml de sel de tétrazolium MTT de formule chimique (bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium # BioShop MTT222.1) dissout dans du DMSO 
(diméthylsulfoxyde  Sigma D8418). Les plaques sont ensuite incubées pendant 3 h à 37 °C. Après 
incubation, le milieu est retiré et les puits sont lavés avec 1 ml de PBS, 200 µl de DMSO sont déposés 
dans chaque puit et sont ensuite prélevés et déposés dans une plaque de 96 puits pour être lu par dosage 
spectrophotométrique à 490 nm. Le tétrazolium MTT est réduit par la déshydrogénase mitochondriale des 
cellules vivantes en précipité de formazan de formule chimique (1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenylformazan).  Ce produit apparait violet. La quantité produite est proportionnelle au nombre de 





2.8 Immunofluorescence  
Les cellules ont été fixées avec une solution à 3 % de paraformaldehyde (aldéhyde paraformique, 
NaOH, NaP04 ou PBS 10X à pH = 7, 4) pendant 20 minutes. Puis les cellules ont été perméabilisées dans 
un tampon de perméabilisation (PBS 1x, 0, 5% de NP-40 et 1 mM d'azoture de sodium) pendant 30 
minutes. Après avoir lavé les cellules avec du tampon de lavage (PBS 1x, 0,1% NP-40 et 1 mM d'azoture 
de sodium) avant incubation pendant 1 heure ou toute une nuit dans du tampon de blocage (10% de FBS 
et tampon de lavage). Les cellules ont été colorées avec des anticorps primaires pendant 3 h et des anticorps 
secondaires ainsi que la coloration DAPI (4',6-diamidino-2-phénylindole) a été utilisée pour les noyaux 
pour 1 h. Les images étaient prises en utilisant un microscope inversé Olympus BX53 avec un objectif 
63X ou 100X et une caméra monochrome CCD (dispositif à transfert de charge) utilisant le programme 
cellSens. Par la suite les images ont été éditées et traitées en utilisant le logiciel ImageJ. 
Le marquage des cellules au BrdU (bromodésoxyuridine Sigma # B5002) a été fait en traitant les 
cellules avec 20 µM pendant 1 h avant d’être laver avec du PBS 1X et fixer comme indiqué ci-dessus. La 
microscopie à contraste de phase a été réalisée avec un microscope inversé Olympus IX73 et une caméra 
SC30 couleur CCD (dispositif à transfert de charge) utilisant le programme cellSens. Les images ont été 
éditées et traitées en utilisant le logiciel ImageJ. 
  
2.9 Analyse bio-informatique  
Les patients atteints de myélome multiple ont été séparés dans le nombre de groupes indiqué en 
fonction du gène, et les courbes de Kaplan-Meier de survie globale (OS) ont été utilisées pour estimer la 
survie entre les groupes élevés et faibles. Le test du log-rank a été utilisé pour calculer les p-values entre 
les groupes élevés ou bas. Les données d'expression des gènes et de survie ont été téléchargés à partir du 





Consortium Data Portal Hub (Arkansas dataset)). Pour l'expression des gènes, les données utilisées et 
extraites de la base de données ont été obtenu par d’autres équipes en réalisant l’extraction de l’ARN à 
partir de cellules plasmatiques CD138 positives sélectionnées à partir de la moelle osseuse de 256 patients 
atteints de myélome multiple non traités. Les patients ont ensuite été traités par chimiothérapie et leur 
survie a été monitorer. 
Pour les cancers de mésothéliome, leucémie myéloblastique aigue et du sein les données 
d'expression des gènes et de survie ont été téléchargées à partir du portail de données TCGA (Atlas du 
génome du cancer). 
 
2.10 Cytométrie en flux 
Les cellules flottantes du milieu ont été transféré dans des tubes de cytométrie en flux. Les pétris 
ont été lavées avec du PBS 1X avant d'être transférées dans des tubes de cytométrie en flux avec le milieu. 
Les tubes ont été centrifugés pour garder les cellules mortes pendant que le surnageant est jeté. Les cellules 
adhérentes sont trypsinisées et transférées dans des tubes des tubes de cytométrie en flux. Les cellules sont 
ensuite centrifugées afin de les laver et de jeter le surnageant. Après que les cellules sont suspendues dans 
75 % d'éthanol froid, vortexées et stockées pendant la nuit à -20 ° C, l'éthanol est aspiré et les cellules sont 
lavées avec du PBS 1X avant d'être mises en suspension dans de la RNase (100 μg / ml). Puis incubées à 
37 ° C pendant 20 minutes. Enfin 20 μl d'iodure de propidium (50 μg/mL) et vortexés. L'exposé a été 
réalisé en utilisant un cytomètre de flux LSRII (Becton Dickinson) et les données ont été traitées avec le 








Après la transfection du siRNA, l'ARN total a été extrait en utilisant du PureZOL (1 ml pour une 
plaque de 6 cm) afin de gratter les cellules avant de les transférer dans de nouveaux tubes et de les stocker 
à - 80 °C. Après 200 μl de chloroforme ont été ajoutés par tubes et mis en boîte pendant 15-30 secondes 
avant la centrifugation et le transfert de la phase supérieure. 0, 5 ml d'isopropanol sont ensuite ajoutés et 
mélangés par inversion et incubés pendant 10 min avant d'être centrifugés. Le surnageant a été aspiré et 
le culot a été lavé avec 1 ml d'éthanol à 75% et centrifugé. Cette étape de lavage a été répétée avant de 
laisser sécher le culot. Finalement, le culot a été mis en suspension dans 100 μl de DEPC-eau 
(pyrocarbonate de diéthyle). 
L'ARN total purifié a été utilisé pour synthétiser l'ADNc du premier brin en utilisant le protocole 
Invitrogen superscript III Reverse Transcriptase. Les ADNc ont ensuite été utilisés pour une PCR en temps 
réel en utilisant la trousse de quantification d'ADN vert SYBR (Life Technologies) pour quantifier les 
niveaux d'ARNm de gènes spécifiques. La PCR a été effectuée sur des systèmes de PCR en temps réel 
Applied Biosystems 7500 (Life Technologies). Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau IV. 
 
2.12 Essai de formation de colonies (CFA) 
Les cellules ont été lavées, après 15 jours de prolifération, avec du PBS IX et fixées avec une 
solution de paraformaldehyde à 3% pendant 20 minutes. Ensuite, les cellules ont été colorées avec 0, 2% 
de violet cristallisé pendant 30 minutes avant d'être lavées avec de l'eau et séchées. Les images ont été 































3.1 Criblage par ARNi des DUBs et E2s du génome humain 
Pour entamer ce projet, il nous a fallu générer un modèle d’étude reflétant la résistance acquise au 
botézomib observée chez les patients atteints de MM. Nous avons alors décidé de générer des cellules 
cancéreuses résistantes au bortézomib. Pour ce faire, nous avons traité des cellules cancéreuses avec ce 
médicament en commençant par une dose minimale non ou peu létale (Figure S6.1). Des cellules sensibles 
issus de différents types de cancers ou des cellules transformées (U2OS, HeLa, HCT 116, HEK293T, Raji, 
JJN3, MSTO-211H et NCI-H1299) sont traitées et maintenues en culture dans des pétris pendant des 
durées de plus de 6 mois. Les concentrations de bortézomib sont augmentées au fur et à mesure que les 
cellules acquièrent la résistance. Le passage à une concentration de bortézomib plus élevé se fait lorsque 
les cellules arrivent à pousser à la concentration précédente. Ainsi, des cellules cancéreuses résistantes à 
des concentrations de bortézomib allant jusqu’à 50 nM ont été obtenues et validées. En effet une validation 
a été réalisée pour toutes les lignées de cellules cancéreuses résistantes générées. Le principe de cette 
méthode de validation de l’état de résistance des cellules est basé sur la comparaison de la prolifération 
cellulaire des lignées de cellules cancéreuses parentales et celles générées résistantes avec ou sans 
traitement au bortézomib. Comme attendu les cellules parentales sensibles au bortézomib démontrent une 
prolifération normale en absence du médicament et une forte mortalité en présence du médicament. Tandis 
que les cellules cancéreuses résistantes générées prolifèrent en absence ou en présence du bortézomib 
(Figure S6.1). Les profils de cytométrie en flux des lignées cellulaires résistantes générées traitées au 
bortézomib démontrent l’absence de mort comparés à celles des cellules sensibles (Figure S6.2). 
Par la suite, 3 lignées cellulaires cancéreuses parentales sensibles et celles générées résistantes 
(U2OS, HeLa et HCT 116) ont été utilisées pour réaliser des criblages ARNi ciblant l’ensemble des 
déubiquitinases (DUB: 100 gènes) et des enzymes de conjugaison (E2: 40 gènes) du génome humain. La 





par rapport aux cellules leucémiques en suspension. De plus, l’objectif de ce projet vise à utiliser cette 
nouvelle stratégie thérapeutique pour le traitement du myélome multiple et des cancers leucémiques en 
générale tel les lymphomes mais également d’autres types de cancers comme les cancers solides. 
L’effet de la déplétion de ces enzymes suite à la transfection cellulaire par l’ARNi sur la 
prolifération est monitoré par le test de prolifération MTT (Figure 3.1A). Les résultats générés par ces 
criblages sont représentés sous forme de carte thermique révélant plusieurs cibles potentielles. En rouge 
sont représentées les enzymes dont la déplétion diminue la prolifération cellulaire. Tandis qu’en bleu 
celles dont la déplétion augmente la prolifération cellulaire (Figure 3.1B). Les résultats des criblages sont 
également présentés sous forme de graphique à note Z présentant les 5 plus fortes et plus faibles mises en 
évidence dans chaque type cellulaire (Figure S6.3). Des cibles communes ou uniques ont été déterminées 
par ces criblages notamment entre les cellules sensibles ou résistantes d’une même lignée ou entre lignées 
différentes (Figure 3.1C). Les meilleures cibles mises en évidence par le criblage ayant engendré une 
diminution dramatique de la prolifération cellulaire dans les cellules sensibles ou résistantes ont été 
validées par un autre groupe de ARNi. L’efficacité de ces ARNi a été validée par RT-qPCR (Figure 3.1D). 
Leur effet sur la prolifération cellulaire a également été monitoré par le test MTT (Figure 3.1E). Certaines 
cibles ont reproduit leur effet antiprolifératif tel que PSMD14, PRPF8, UBL5 et UBE2S. Tandis que 
d’autres ont moins bien confirmé leur effet antiprolifératif et laisse une ambiguïté tel que UBE2C, 
UBE2M, UEV3, UBE2D4 et UBE2R2. Il est à noter que UBL5 est une protéine similaire à l’ubiquitine 
"ubiquitin-like" associée aux protéines du spliceosome. Il a été démontré que sa déplétion diminue 
l’efficacité de l’épiçage des pré-ARNm (100). Par ailleurs, des immunobuvardages de protéines marqueurs 
ont été réalisés après déplétion des meilleures cibles mises en évidence par les criblages. Ces résultats 
révèlent une perturbation cellulaire distinctive des autres cibles candidates lorsqu’on déplète la 











Figure 3.1 Criblage ARNi des DUBs et E2s dans des cellules sensibles ou résistantes au 
bortézomib 
(A). Représentation schématique de la procédure utilisée pour les criblages ARNi des DUBs et E2s 
réalisés dans des cellules U2OS, HeLa et HCT 116 sensibles ou résistantes au bortézomib. J: Jour. 
(B). Carte thermique montrant les scores Z dérivés du signal de la densité optique déterminée par 
spectrophotométrie du test MTT: en rouge, les enzymes dont la déplétion diminue la prolifération 
cellulaire; en bleu, celles dont la déplétion augmente la prolifération cellulaire et en blanc, celles dont la 
déplétion ne change pas la prolifération cellulaire. Le résultat est représentatif de 2 expériences 
indépendantes. 
(C). Représentation schématique des cibles communes ou unique de E2 entre quatre des six lignées 
de cellules utilisées (U2OS et HeLa). S: Sensible; R: Résistante. 
(D). Efficacité des ARNi de validation des meilleures cibles évaluée par RT-qPCR dans des 
cellules U2OS. Le résultat est d’une expérience. 
(E). Test MTT des ARNi de validation des meilleures cibles dans des cellules U2OS. Le résultat 










3.2 Analyse bio-informatique des meilleures cibles issues des criblages des DUBs et E2s 
Les meilleures cibles mises en évidence des criblages ont été traitées par une analyse bio-
informatique liant leur niveau d’expression d’ARNm dans des cellules cancéreuses de patients atteints de 
cancers du myélome multiple avec la survie des patients traités au bortézomib (Figure 3.2A). Dans le MM, 
une expression élevée de la DUB PSMD14 et la E2 UBE2C est lié avec un mauvais pronostic de survie 
chez les patients. En effet, les patients exprimant fortement ces protéines semblent avoir une espérance de 
vie plus courte. Contre toute attente, ceci n’a pas été le cas pour PSMB5 la cible de la thérapie actuelle le 
bortézomib. 
Cette analyse a également été réalisée pour d’autres types de cancers non traités au bortézomib tel 
que le mésothéliome, la leucémie myéloblastique aigue et le cancer du sein (Figure 3.2B). Par ailleurs, 
d’autres cibles ont également démontré un mauvais pronostic de survie chez les patients atteints de ces 
cancers lorsqu’ils les expriment fortement. En effet une expression élevée de: (1) PSMD14, UBE2C et 
UBE2S dans le mésothéliome, (2) PSMD14 et UBL5 dans la leucémie myéloblastique aigue (3) et 
finalement aucune cible pour le cancer du sein est corrélée à un mauvais pronostic de survie. Ces études 
bio-informatique, ont révélé des similitudes mais également des particularités de pronostic de survie pour 
chaque type de cancer (Figure 3.2C). Par ailleurs, des cellules du mésothéliome résistantes au bortézomib 
ont été générées et déplétées des meilleurs cibles mises en évidence par les criblages (Figure S6.10). Ces 
résultats démontrent une diminution de la prolifération des cellules sensibles ou résistantes après déplétion 












Figure 3.2 Pronostic de survie des patients atteints de cancers en fonction de l’expression des 
ARNm des meilleures cibles 
Les courbes de survie globale (OS) de Kaplan-Meier ont été générées et le test du « log-rank » a 
été utilisé pour calculer les values-p entre les groupes exprimant des niveaux d’ARNm élevés ou faibles. 
En bleu (faible expression d’ARNm) et en rouge (forte expression d’ARNm) 
(A) Patients atteints de myélome multiple (MM) traité au bortézomib. 
(B) Patients atteints du mésothéliome (MESO), la leucémie myéloblastique aigue (AML) et le 
cancer du sein (BRCA). 
(C) Tableau récapitulatif des résultats bio-informatiques obtenus dans la figure 3.2A et B. En rouge 
claire les cibles dont une forte expression est corrélée à un mauvais pronostic de survie pour les patients 
(p < 0.05 significative). Tandis qu’en blanc les cibles dont une forte expression n’est pas corrélée à un 
mauvais pronostic de survie pour les patients (p > 0.05 non significative). Patients atteints du myélome 












3.3 Déplétion de la déubiquitinase PSMD14 et résistance acquise au borézomib 
Après avoir mis en évidence et validé plusieurs cibles potentielles permettant de surpasser la 
résistance acquise au bortézomib, nous avons voulu concentrer nos efforts sur une cible particulièrement 
intéressante: la déubiquitinase associée au protéasome PSMD14. 
Dans le but de confirmer d’avantage la diminution de la prolifération accompagnant la déplétion 
de PSMD14, nous avons tout d’abord commencé par étudier l’effet de la déplétion de PSMD14 de façon 
individuelle et spécifique. Cela s’est fait dans des lignées cellulaires parentales sensibles ou résistantes 
générées (U2OS, HeLa et HEK293T). La prolifération cellulaire a été monitoré par essai MTT (Figure 
3.3A), Tandis que l’efficacité des ARNi a été vérifiée par immunobuvardage (Figure 3.3B). On remarque 
une augmentation de l’expression du facteur de transcription et suppresseur de tumeur p53, de l’inhibiteur 
1 des kinases cycline-dépendantes p21 et un clivage de caspase 3. La protéine p53 est connue pour induire 
l’expression de p21 entrainant un arrêt en G1. Elle est également connue pour l’activation de la 
transcription de plusieurs gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire, la sénescence, l’apoptose, la 
réparation de l’ADN etc. Par ailleurs, on remarque dans quelque cas l’activation de la caspase 9 et le 
clivage de PARP1. Le clivage des caspases et de PARP1 est connu pour être un marqueur apoptose. De 
plus on distingue une diminution de la fraction de RB phosphorylation. RB est un suppresseur de tumeur 
qui lie et inhibe le facteur de transcription E2F entrainant un arrêt du cycle cellulaire en G1. Pour finir on 
a aussi observé une augmentation du marqueur de dommage à l’ADN γH2AX et du marqueur 
d’autophagie LC3B-II. En effet, lors d’un dommage double brin de l’ADN il est connu qu’il y a 
phosphorylation de l’histone H2AX sur la sérine 139 favorisant la décondensation de la chromatine et le 
déclenchement de la machinerie de réparation de l’ADN. En ce qui concerne la protéine LC3B-II, elle est 
connue pour être un marqueur de l’activité autophagique. De plus, elle est impliquée dans la formation de 





de leur contenue. Cela témoigne d’une présence d’un arrêt du cycle cellulaire, de dommage à l’ADN, de 
l’autophagie et de l’apoptose suite à la déplétion de PSMD14. Les données de cytométrie en flux 
confirment la présence de l’apoptose puisqu’elle démontre un pic sub-G1 (Figure S6.7). 
Sachant que la technique des ARNi est souvent critiquée pour ses effets hors cible, PSMD14 a 
également été déplétée par technique CRISPR / Cas9 (Figure 3.3C et S6.4). Cette fois-ci l’effet sur la 
prolifération a été évalué par le test de formation de colonie (Figure 3.3D). La forte induction protéique 
de p53, p21 et myc laisse place au doute sur la spécificité de la mort cellulaire observée après la déplétion 
de PSMD14. Pour ce faire des cellules HCT 116 p53 -/-, HCT 116 p21 -/- et HCT 116 ont été utilisées. 
La diminution de la prolifération a été observée dans toutes les 3 lignés parentales cellulaires utilisées 
mais également dans les résistantes générées (Figure 3.3E). Par ailleurs, un immunobuvardage a été réalisé 
pour vérifier l’efficacité de la déplétion de PSMD14 mais également pour valider l’expression de p53 et 
p21 des cellules utilisées (Figure 3.3F). De plus, la Figure S6.6 comparant l’effet de la déplétion de 
PSMD14 seule à la déplétion de l’oncogène Myc et PSMD14 simultanément suggère qu’il n’y a aucune 
différence dans la diminution de prolifération entre les conditions. Les données démontrent que la mort 

















Figure 3.3 Analyse phénotypique et moléculaire suite à la déplétion de PSMD14  
(A). Test MTT des cellules U2OS, HeLa et 293T sensibles ou résistantes au bortézomib déplétées 
de PSMD14 comparée au contrôle. Le résultat est représentatif de 2 expériences indépendantes. L’écart 
type du triplicat de 1 expérience représentative est représenté par les barres d’erreur. 
(B). Immunobuvardage de protéines marqueurs des cellules U2OS, HeLa et 293T sensibles ou 
résistantes déplétées de PSMD14 comparée au contrôle. S: Sensible; R: Résistante. Le résultat est 
représentatif de 2 expériences indépendantes. 
 (C). Immunobuvardage de PSMD14, UCH37 et USP14 suite à leur déplétion par CRISPR/Cas9 
dans des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib. Asterisk: bandes non spécifiques. Le 
résultat est d’une expérience. 
(D). Essai de formation de colonies des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib 
déplétées de PSMD14, UCH37 et USP14 par CRISPR/Cas9. Le résultat est d’une expérience. 
(E). Test MTT des cellules HCT 116, HCT 116 p53 -/- et HCT 116 p21 -/- sensibles ou résistantes 
au bortézomib déplétées de PSMD14 comparée au contrôle. Le résultat est représentatif de 2 expériences 
indépendantes. L’écart type du triplicat de 2 expériences représentatives est représenté par les barres 
d’erreur. 
(F). Immunibuvardage des protéines indiquées pour les cellules HCT 116, HCT 116 p53 -/- et HCT 
116 p21 -/- sensibles ou résistantes au bortézomib déplétées de PSMD14 comparée au contrôle. Le résultat 







3.4 Inhibition chimique de l’activité catalytique de PSMD14 
Des cellules U2OS stables exprimant Myc-PSMD14-type sauvage (catalytiquement active (WT)) 
et Myc-PSMD14-CD (catalytiquement inactive) ont été générées (Figure 3.4A). Un essai MTT et 
formation de colonie ont été réalisés sur ces cellules démontrant une diminution de la prolifération dans 
les cellules PSMD14-CD (Figure 3.4B, C). En 2017, le groupe de Li, J. a récemment reporté un inhibiteur 
pour PSMD14, le capzimin (101). Cette molécule chimique a été utilisée sur nos lignées U2OS et JJN3 
révélant une diminution dramatique de la prolifération cellulaire confirmant d’avantage nos résultats de 
déplétion de PSMD14 par ARNi ou CRISPR / Cas9 (Figure 3.4D). Dans l’article de Li, J. et al, ils ont 
démontré que le capzimin inhibe d’autres déubiquitinases de la famille JAMM. Ils ont comparé le degré 
d’inhibition de le capzimin dans 4 déubiquitinases de la famille JAMM à savoir PSMD14, BRCC36, 
COPS5 et STAMBP révélant qu’il inhibe principalement PSMD14 suivi de BRCC36, STAMBP et 
finalement COPS5 à des degrés beaucoup plus faibles (101). Cela pousse à s’interroger sur son effet 
inhibiteur sur les autres déubiquitinases de la famille JAMM. Pour ce faire, nous avons décidé de les 
dépléter par ARNi individuellement et de les diviser en deux groupes. Un groupe a été traité par 10 µM 
de capzimin tandis qu’un autre groupe contrôle a été traité par le DMSO afin de distinguer l’effet produit 
par l’inhibiteur et celui produit par la déplétion de chaque déubiquitinase de la famille JAMM. Seul la 
déubiquitinase PSMD14 semble diminuer la prolifération cellulaire le plus proche du niveau de 
prolifération produit par le traitement au capzimin des cellules sensibles et les résistantes. À noter que 
dans les cellules sensibles, PRPF8 a diminué également la prolifération cellulaire à un niveau proche de 
PSMD14. Ceci a également été observé dans les criblages. Indiquant que l’inhibiteur semble inhiber 










Figure 3.4 Activité catalytique de PSMD14 et viabilité cellulaire 
(A). Immunobuvardage de PSMD14 étiquettée Myc des cellules U2OS stable sensibles ou 
résistantes au bortézomib exprimant: GFP (CTR: contrôle), Myc-PSMD14 de type sauvage (WT) ou Myc-
PSMD14 catalytiquement inactive (CD). Le résultat est d’une expérience. 
(B). Test de prolifération MTT des cellules U2OS stable sensibles ou résistantes au bortézomib 
exprimant: GFP (CTR: contrôle), Myc-PSMD14 de type sauvage (WT) ou Myc-PSMD14 catalytiquement 
inactive (CD). Le résultat est d’une expérience. L’écart type du triplicat de l’expérience est représenté par 
les barres d’erreur. 
(C). Essai de formation de colonies des cellules U2OS stable sensibles ou résistantes au bortézomib 
exprimant: GFP (CTR: contrôle), Myc-PSMD14 de type sauvage (WT) ou Myc-PSMD14 catalytiquement 
inactive (CD). Le résultat est d’une expérience. 
(D). Test de prolifération MTT des cellules U2OS et JJN3 sensibles ou résistantes au bortézomib 
traitées avec du DMSO ou de le capzimin (CPZ) pour les doses et durées indiquées. Le résultat est d’une 
expérience. L’écart type du triplicat de l’expérience est représenté par les barres d’erreur. 
(E). Test de prolifération MTT des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib déplété 
de chaque déubiquitinase de la famille JAMM puis traitées avec du DMSO ou la capzimin(CPZ). Le 
résultat est d’une expérience. L’écart type du triplicat de l’expérience est représenté par les barres d’erreur. 
(F). Évaluation de l’efficacité par RT-qPCR des déplétions siRNA ciblant individuellement les 
déubiquitinases de la famille JAMM. Le résultat est d’une expérience. L’écart type du triplicat de 






3.5 Effet de la déplétion des composantes importantes du protéasome 26S 
Des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib ont été déplétées individuellement en 
plusieurs composantes notamment des sous-unités ou des protéines associées importantes au bon 
fonctionnement du protéasome 26S par ARNi (Figure 3.5A). Sachant que le protéasome est formé de deux 
complexes, un complexe régulateur et un complexe catalytique, on a voulu comparer l’effet de la déplétion 
des sous unités de chaque complexe sur la prolifération cellulaire par test MTT (Figure 3.5B). Par ailleurs, 
des déplétions de plusieurs sous-unités simultanément ont également été révélées (Figure S6.7). Ce sont 
principalement la sous unité régulatrice PSMD14 et les sous unités catalytiques qui diminuent 
radicalement la prolifération cellulaire. Sachant que la thérapie actuelle à base de bortézomib cible 
principalement la sous-unité catalytique PSMB5, on a voulu détecter par immunobuvardage l’expression 
protéique de plusieurs protéines clés impliquées dans des voies cellulaires importantes suite à leur 
déplétion (Figure 3.5C). Il semble que la déplétion de PSMD14 affecte plus les cellules cancéreuses 
sensibles mais également les résistantes, tandis que la déplétion de PSMB5 semble peut ou ne pas affecter 
les cellules résistantes. Par ailleurs, la Figure S6.6 suggère une diminution de l’incorporation de BrdU 
dans les cellules déplétées par PSMD14 et PSMB5 témoignant une faible prolifération. 
Par la suite nous nous sommes intéressés à l’étonnante augmentation de l’expression du marqueur 
de dommage à l’ADN γH2AX produite suite à la déplétion de PSMD14 comparée à PSMB5 vu dans nos 
résultats (Figure 3.5C). Cela nous a encouragé à pousser l’analyse en effectuant des immunofluorescences 
pour γH2AX (Figure 3.5D). À notre grande surprise, en plus de confirmer nos précédents résultats, nos 
résultats démontrent que la déplétion de PSMD14 entraine une localisation cytoplasmique anormale dans 
les cellules sensibles et résistantes. Ce phénomène est observé dans la déplétion de PSMB5 mais 











Figure 3.5 Comparaison des effets des déplétions des composantes importantes du complexe 
régulateur ou catalytique du protéasome 26S dans des cellules résistantes au bortézomib 
(A). Immunobuvardage.des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib déplétées par 
ARNi de plusieurs composantes importantes du protéasome 26S. Des sous unités du complexe régulateur 
ou catalytique du protéasome 26S ont été ciblées. Le résultat est d’une expérience.  
(B) Test MTT des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib déplétées par ARNi de 
plusieurs composantes importantes du protéasome 26S. Le résultat est d’une expérience. L’écart type du 
triplicat de l’expérience est représenté par les barres d’erreur. 
(C) Immunobuvardage de protéines marqueurs des cellules U2OS sensibles ou résistantes au 
bortézomib déplétées de PSMD14 ou PSMB5 comparées au contrôle. Le résultat est d’une expérience. 
(D). Immunofluorescence du marqueur de dommage à l’ADN γH2AX des cellules U2OS sensibles 













3.6 Fraction d’ubiquitine suite à la déplétion de PSMD14 ou PSMB5 
Afin de mieux comparer l’effet biologique notamment sur la fraction d’ubiquitine produit par notre 
cible majeur PSMD4 à l’actuelle thérapie, nous avons décidé de dépléter PSMD14 et PSMB5 dans des 
cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib et de détecter la fraction d’ubiquitine par 
immunobuvardage (Figure 3.6A, B, C). Les résultats démontrent que la déplétion de PSMD14 comparé à 
PSMB5 crée une plus grande accumulation de protéine ubiquitinées et une diminution d’ubiquitine libre. 
On a également conduit des immunofluorescences pour détecter les protéines conjuguées à l’ubiquitine 
sur nos échantillons (Figure 3.6D). Ces dernières ont confirmé que la déplétion de PSMD14 comparé à 





















Figure 3.6 Effet de la déplétion de PSMD14 sur la fraction d’ubiquitine comparé à celui de 
PSMB5 
(A). Immunobuvardage de l’ubiquitine conjuguée, détectée dans un gel de polyacrylamide 8% par 
l’anticorps FK2, des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib déplétées de PSMD14 ou 
PSMB5. Le résultat est d’une expérience. 
(B). Immunobuvardage de l’ubiquitine conjuguée plus l’ubiquitine libre (mono ou poly), détectée 
dans un gel de polyacrylamide 8% par l’anticorps anti-ub P4D1, des cellules U2OS sensibles ou résistantes 
au bortézomib déplétées de PSMD14 ou PSMB5. Le résultat est d’une expérience. 
(C). Immunobuvardage de l’ubiquitine conjuguée plus l’ubiquitine libre (mono ou poly), détectée 
dans un gel de polyacrylamide 15% par l’anticorps anti-ub P4D1, des cellules U2OS sensibles ou 
résistantes au bortézomib déplétées de PSMD14 ou PSMB5. Le résultat est d’une expérience. 
(D). Immunofluorescence de l’ubiquitine conjuguée, détectée par l’anticorps FK2, des cellules 












3.7 Biomarqueurs potentiels et prédiction de la résistance au bortézomib: H2Aub et HSP70 
Il est connu dans la littérature que l’inhibition du protéasome est suivie d’une déubiquitination 
massive de l’histone H2Aub (102). Par ailleurs, plusieurs études ont corrélé la hausse de l’expression de 
protéines de choc thermique (HSP) avec la résistance aux inhibiteurs de protéasome (103-105). Cela nous 
à pousser à réaliser des immunobuvardages pour H2Aub et HSP70 pour plusieurs lignées cellulaires 
sensibles et résistantes au bortézomib (Figure 3.7A, Figure S6.9). Ces résultats ont révélé que les sensibles 
répondent comme prédit par la littérature cependant les résistantes ne semblent pas rependre de la même 
manière. En effet, les cellules sensibles au bortézomib ont diminué leur niveau protéique de H2Aub suite 
à l’inhibition du protéasome. Ils ont également augmenté l’expression de leur protéine HSP70. Tandis que 
les cellules résistantes au bortézomib n’ont pas diminué leur niveau d’H2Aub ou augmenté leur niveau 
d’HSP70. L’expression protéique de ces deux protéines est demeurée plus ou moins stable dans les cellules 
résistantes après inhibition du protéasome. Étonnement ce résultat a pu être renversé pour les cellules 
résistantes lorsqu’on les traite par le capzimin (Figure 3.7B), révélant une fois de plus l’efficacité du 
traitement ciblant la déubiquitinase PSMD14. Afin de confirmer d’avantage nos résultats nous avons 
réalisé des immunobuvardages pour H2Aub et HSP70 dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses 
majoritairement d’origine mésothéliale (Figure 3.7C). Par la suite, une quantification de bandes de ces 
immunobuvardages pour chaque lignée a été corrélée à sa concentration inhibitrice médiane (IC50) face 
au bortézomib (Figure 3.7D). Nous avons obtenu une forte corrélation pour H2Aub (0,779) et une 













Figure 3.7 Détection des biomarqueurs potentiel H2Aub et HSP70 et prédiction de la 
résistance au bortézomib 
(A). Immunobuvardage de H2Aub et HSP70 dans des cellules U20S, HeLa et HEK293T sensibles 
ou résistantes en fonction des doses de bortézomib et les temps d'incubation. Le résultat est représentatif 
de 2 expériences indépendantes. 
(B). Immunobuvardage de H2Aub et HSP70 des cellules U20S sensibles ou résistantes aux 
bortézomib traitées avec le capzimin pour les doses et les temps indiqués. Le résultat est d’une expérience. 
(C). Immunobuvardage de H2Aub et HSP70 de différentes lignées cellulaires (12 types) traitées 
avec diverses doses de bortézomib. Le résultat est d’une expérience. 
(D) Quantification de bande de protéine H2Aub ou HSP70 illustrées dans la figure 3.7C corrélée 
à la concentration inhibitrice médiane (IC50) de chaque lignée cellulaire au bortézomib. La corrélation est 





































À l’heure actuelle, malgré l’espoir qu’a fourni le bortézomib chez les patients atteints du myélome 
multiple, plusieurs présentent une rechute et succombent à leur maladie. En effet, les cellules cancéreuses 
des patients traités finissent par développer une résistance au bortézomib au cours du traitement. D’où la 
nécessité de générer de nouvelles approches thérapeutiques plus efficace et sécuritaire pour lutter contre 
le cancer. Afin de contourner cette résistance, notre laboratoire a décidé d’adopter une stratégie innovante.  
Celle-ci consiste à investiguer d’autres composants du système ubiquitine protéasome comme les 
déubiquitinases et les enzymes de conjugaison de l’ubiquitine. On pense que les DUB et les E2 sont des 
cibles thérapeutiques anticancéreuses dont l'inhibition pourrait surpasser la résistance acquise au 
bortézomib. 
4.1 Cribles des DUBs et E2s et étude détaillée de la déplétion de la déubiquitinase PSMD14 
Pour entamer ce projet, des cellules cancéreuses résistantes au bortézomib issues de différents 
types de cancers ont été générées. Quelques-unes de ces dernières ont été utilisées pour réaliser des 
criblages ARNi ciblant l’ensemble des DUB et E2 du génome humain (Figure 3.1). Ces résultats ont révélé 
plusieurs cibles potentielles pour surmonter la résistance acquise au bortézomib. Certaines cibles 
diminuant la prolifération cellulaire ont déjà été reportées dans la littérature comme PSMD14, PRPF8, 
UBE2C, UBE2S confirmant la robustesse de nos criblages. 
La validation avec d’autres séquences ARNi a permis de confirmer certaines cibles majeures 
(PSMD14, PRPF8 et UBE2S) au détriment d’autres (UBE2R2, UBE2D4 et UBE2M). 
L’étude bio-informatique quant à elle a permis de démontrer qu’une expression élevée de PSMD14 
et UBE2C représente un mauvais prognostique chez les patients atteints de myélome multiple (Figure 
3.2). Curieusement, une expression élevée de PSMB5, qui est la cible du bortézomib, ne représente pas 





les études précédentes puisqu’elles démontrent qu’une expression élevée de PSMB5 représente également 
un mauvais prognostique chez les patients atteints de myélome multiple (91). 
L’investigation détaillée de la déplétion de PSMD14 a solidement confirmé sa nécessité pour la 
prolifération cellulaire (Figure 3.3). Outre les tests de prolifération cellulaire plusieurs marqueur de mort 
cellulaire ont été détecté comme l’activation de la caspase 3, dans quelque cas la caspase 9 et PARP1 
suggèrent une mort cellulaire fort probablement par apoptose vu les marqueurs utilisés. Les données de 
cytométrie en flux appuient cette conclusion (Figure S6.8). Notre étude a par ailleurs démontré que la 
déplétion de PSMD14 ne se limite pas qu’à l’apoptose précédé par un arrêt du cycle cellulaire (diminution 
de RB phosphorylé) mais serait une mort complexe. En effet, elle fait intervenir également l’autophagie 
visible par l’augmentation des niveaux de LC3B-II et le dommage à l’ADN avec une hausse des niveaux 
protéiques de ɣH2AX. L’article de Butler, L. R et al en 2012 a déjà lié PSMD14 au dommage à l’ADN 
(106). Il suggère que PSMD14 permet de déubiquitiner les chaines polyubiqutinées K63 formées sur des 
protéines nucléaires lors de la réparation des cassures doubles brins de l’ADN. Par ailleurs, il a également 
démontré que les cellules déficientes en PSMD14 sont plus sensibles aux agents endommagent l’ADN. Il 
a également vu un enrichissement du protéasome 19S aux sites de dommage à l’ADN par une 
colocalisation de ɣH2AX et PSMC5. Ceci ainsi que nos résultats suggère un rôle primordial du protéasome 
et particulièrement de sa sous-unité PSMD14 dans le noyau au niveau des mécanismes de réparation de 
l’ADN. 
Nos résultats ont par ailleurs comparé la déplétion de PSMD14 avec les deux autres 
déubiquitinases associées au protéasome USP14 et UCH37. Cela a révélé la supériorité de la diminution 
de la prolifération suivant la déplétion de PSMD14 par rapport à USP14 et UCH37. La déplétion de USP14 
et UCH37 a déjà été proposé comme une méthode permettant de surpasser la résistance acquise au 





aucune diminution de la prolifération cellulaire après déplétion de UCH37 de USP14 respectivement dans 
les cellules résistantes au bortézomib (Figure 3.3). 
Un autre fait intéressant est l’augmentation drastique de p53 et p21 après déplétion de PSMD14. 
Ceci a récemment été reporté en ce qui concerne p53 par Wang, C. H et al en 2018 (108). Cela dit, notre 
étude a démontré que la diminution de la prolifération et la mort cellulaire observés sont indépendantes 
de p53, p21 et Myc (Figure 3.3, Figure S6.6). 
La diminution dramatique de la prolifération et la mort cellulaire observés après déplétion de 
PSMD14 sont en partie due à son activité catalytique (Figure 3.4). Ainsi, les protéines destinées à la 
dégradation par le protéasome ne peuvent plus être déubiquitinées. Or cette déubiquitination nécessaire 
précède l’entrée et la dégradation protéasomale des protéines. Nous avons également inhibé PSMD14 par 
molécule chimique le capzimin (101) et cela s’est traduit également par une diminution drastique de la 
prolifération cellulaire et cela même dans les cellules du myélome multiple résistantes au bortézomib. Ce 
résultat a par ailleurs été obtenu de façon non spécifique par Song, Y. et al en 2017 (109). En effet, ils ont 
utilisé O-phenanthroline pour inhiber PSMD14 dans des cellules cancéreuses du myélome multiple. Tout 
d’abord, l’O-phenanthroline est un chélateur d’ion de métal inhibant plusieurs protéases comme les 
métalloprotéases. C’est également un agent intercalant de l’ADN et de l’ARN et un inhibiteur de la 
cholinestérase (109-111). Par la suite, la comparaison de l’effet inhibiteur de PSMD14 par l’O-
phenanthroline dans des cellules sensibles ou résistantes au bortézomibs s’est faite sur des cellules du 
myélome multiple MM.1S et ANBL-6.BR. Les MM.1S sont sensibles au dexaméthasone qui est une 
hormone glucocorticoïde utilisé également dans le traitement de myélome multiple, tandis que les ANBL-
6.BR sont résistantes au botézomibe. Or cette comparaison s’est faite entre deux lignées distinctes, 





botézomibe. De plus, dans une de leurs études précédentes sur la résistance au bortézomib ils ont utilisé 
les cellules ANBL-6 et ANBL-6.BR sensibles et résistantes au botézomibe (107). 
Une comparaison de la déplétion de PSMD14 et de plusieurs composantes importantes au bon 
fonctionnement du protéasome a été réalisée (Figure 3.5). Cette dernière a révélé que plusieurs d’entre 
elles diminuent la prolifération cellulaire dans les cellules résistantes principalement la déubiquitinase 
PSMD14 et les sous-unités catalytiques PSMB6 et PSMB7. Étonnamment la déplétion de PSMB5 a réduit 
la prolifération des cellules résistantes au bortézomib de 33,26%, suggérant que l’inhibition de PSMB5 au 
niveau protéique par le bortézomib diffère de l’inhibition de PSMB5 au niveau de son ARNm. Ceci a été 
suggéré en 2017 par Mo, H. M et al (112). Afin de mieux comparer la thérapie actuelle à notre cible 
majeure une déplétion de PSMB5 et PSMD14 a été réalisée, révélant une supériorité des effets moléculaire 
résultant de la déplétion de PSMD14. En effet, elle semble créer un plus grand arrêt du cycle cellulaire 
accompagné par une plus grande diminution de la fraction phosphorylée de RB et une plus grande 
expression de p53/p21, ainsi qu’un plus grand arrêt de la synthèse protéique visible par un plus grand 
niveau protéique de eif2α phosphorylée. Nous avons également observé plus d’apoptose et d’autophagie 
perçue par l’augmentation des niveaux de la caspase 3 active et LC3B-II. Finalement, nous avons observé 
plus de dommage de l’ADN traduit par une hausse des niveaux du marqueur de dommage à l’ADN 
ɣH2AX. Ceci ne semble pas être le cas de PSMB5 dans les cellules résistantes. Cette comparaison s’est 
poursuivie dans le cadre du stock cellulaire d’ubiquitine. La déplétion de PSMD14 a créé une plus grande 
accumulation de protéine poly-ubiquitinée et une diminution de l’ubiquitine libre par rapport à la déplétion 
de PSMB5 (Figure 3.6), suite à la hausse des niveaux protéiques de ɣH2AX observé (Figure 3.5). 
Étonnement la déplétion de PSMD14 et PSMB5 ont démontré la présence cytoplasmique anormalement 
élevée de ɣH2AX dans les cellules sensibles (Figure 3.6). La déplétion de PSMD14 a produit ce phénotype 





noter que Dou, Z et al en 2017 ont observé eux aussi la présence de l’histone ɣH2AX cytoplasmique 
retrouvée avec des fragments cytoplasmiques de chromatine dans des cellules primaires et cancéreuses en 
senescence (113). Or on détecte de la sénescence lorsqu’on déplète PSMD14 dans les sensibles et 
résistantes notamment avec une augmentation des niveaux de LC3B-II. Ceci est également le cas pour 
PSMB5 mais pourtant on observe l’histone ɣH2AX cytoplasmique que chez les sensibles pour PSMB5 
(Figure 3.5). Cela peut s’expliquer par les niveaux protéiques élevés de LC3B provoqués par la déplétion 
de PSMB5. En effet, la déplétion de PSMD14 produit de plus grand niveau de LC3B-II que PSMB5. Cette 
quantité produite par la déplétion de PSMB5 peut être suffisante pour induire une localisation anormal 
cytoplasmique de ɣH2AX dans les sensibles mais pas dans les résistantes. Par ailleurs, Jung, E. J. et al ont 
également rapporté en 2008 une localisation cytoplasmique de ɣH2AX associée à la mort cellulaire de 
cellule U2OS produites par une surexpression du récepteur tropomyosine kinase A (TrkA) (114). 
L’ensemble de ces comparaisons témoignent toutefois du potentiel thérapeutique jamais exploité 
jusqu’à nos jours de PSMD14 pour les patients atteints de myélome multiple sensible mais également 
résistant au bortézomib. L’inhibition de PSMD14 est plus efficace par rapport à PSMB5 et diminue 











4.2 Biomarqueurs potentiels et prédiction de la résistance aux inhibiteurs du protéasome 
Il est connu dans la littérature que l’inhibition du protéasome est suivie d’une déubiquitination 
massive de l’histone H2Aub (102). Par ailleurs, plusieurs études ont corrélé la hausse de l’expression de 
protéines de choc thermique (HSP) avec la résistance aux inhibiteurs de protéasome (103, 115, 116). 
Intuitivement, cela nous a poussé à investiguer cet aspect d’avantage (Figure 3.7A, Figure S6.8). Il s’est 
avéré que les cellules sensibles répondent comme prédit par la littérature alors que les cellules résistantes 
ne semblent pas répondre de la même façon. En effet, les cellules sensibles au bortézomib ont diminué 
leur niveau protéique de H2Aub suite à l’inhibition du protéasome et augmenté l’expression de leur 
protéine HSP70, tandis que les cellules résistantes au bortézomib n’ont pas diminué leur niveau d’H2Aub 
ou augmenté leur niveau d’HSP70. L’expression protéique de ces deux protéines est demeurée plus ou 
moins constante et invariable dans les cellules résistantes après inhibition du protéasome. Étonnement ce 
résultat a pu être renversé dans les cellules résistantes lorsqu’elles sont traitées par le capzimin (Figure 
3.7B), révélant une fois de plus l’efficacité que peut traduire un éventuel traitement ciblant la 
































Le but de ce projet est d’investiguer d’autres composantes du système ubiquitine protéasome 
comme les déubiquitinases et les enzymes de conjugaison de l’ubiquitine afin de trouver de nouvelles 
cibles thérapeutiques pour le traitement des patients atteints de myélome multiple résistant au bortézomib. 
Les DUB et E2 sont des cibles thérapeutiques anticancéreuses dont l'inhibition pourrait surpasser la 
résistance acquise au bortézomib. 
Plusieurs cibles potentielles ont été révélées et les meilleures cibles ont été validées. Par la suite, 
l’étude s’est focalisée sur l’évaluation détaillée d’une cible particulière, majeure et prometteuse, la 
déubiquitinase associée au protéasome PSMD14. L’inhibition de cette dernière a révélé son efficacité 
drastique à surpasser la résistance acquise au bortézomib.  
Par ailleurs, la comparaison de l’inhibition de PSMD14 à PSMB5, l’actuelle cible de la thérapie à 
base de bortézomib, a nettement démontré la supériorité et l’efficacité de PSMD14. La supériorité des 
effets moléculaires résultant de la déplétion de PSMD14 par rapport à PSMB5 se traduit par un plus grand 
arrêt du cycle cellulaire, un plus grand arrêt de la synthèse protéique, plus d’apoptose et d’autophagie et 
plus de marqueur de dommage à l’ADN ɣH2AX cytoplasmique. 
Tout cela témoigne une fois de plus l’efficacité que peut traduire un éventuel traitement ciblant la 
déubiquitinase associée au protéasome PSMD14. Le potentiel thérapeutique de PSMD14 n’a jamais été 
exploité jusqu’à nos jours pour les patients atteints de myélome multiple sensible mais également résistant 
au bortézomib ainsi que d’autres cancers.  
Comme perspective, il sera intéressant d’effectuer des ciblages pour des molécules chimique 
ciblant PSMD14 ou autres cibles candidates du criblage et d’essayer de les valider dans des modèles 



































Figure S6.1 Procédure de génération des cellules résistantes au bortézomib 
(A). Représentation schématique de la procédure utilisée pour générer des cellules résistantes au 
bortézomib. Au début, les cellules ont été traitées avec la dose la plus faible de 5 nM de bortézomib non 
létale. En fonction de leur confluence et de leur métabolisme, le milieu est changé ou la confluence est 
des cellules est réduite avant de les traiter au bortézomib. Au fur et à mesure, les cellules deviennent 
progressivement résistantes à la dose traitée. Cette résistance peut être vérifiée par un test MTT ou un 
comptage cellulaire. De plus, la dose est lentement augmentée chaque fois que les cellules deviennent 
résistantes à la dose traitée de bortézomib (5, 7,5, 10, 20, 25, 30 et 50 nM). 
(B). Test MTT validant l’état de résistance au bortézomib des cellules résistantes générées. 
Graphique comparant la prolifération de différents types de cellules sensibles aux résistantes traitées par 
le bortézomib. La mort cellulaire a été évaluée par le test de prolifération MTT à différents temps. Le 
résultat est représentatif de 3 expériences indépendantes (U2OS, HeLa, Raji). Le résultat est d’une 
expérience. (HEK293T, HCT et JJN3). L’écart type du triplicat de 1 expérience représentative est 
















Figure S6.2 Profile de cytométrie en flux des cellules sensibles ou résistantes après traitement 
au bortézomib 
(A). Cytométrie en flux avec coloration à l'iodure de propidium (PI) réalisée pour différents types 

























Figure S6.3 Valeur note Z issues des criblages de DUBs et E2s effectués 
(A). Graphiques à note Z (Z-scores) des criblages DUBs et E2s réalisés dans différents types de 
cellules sensibles ou résistantes au bortézomib. Ces graphiques illustrent les 5 plus fortes et faibles cibles 



























Figure S6.4 Comparaison des effets des déplétions des 3 DUBs associées au protéasome 
(A). Schéma illustrant les séquences d'hybridation ciblées par les gARN utilisés pour PSMD14, 
USP14 et UCH37. Ces séquences sont représentées sur les exons de leur gène d'intérêt avec les sites de 
clivage prédits de la Cas9. 
(B). Photo en contraste de phase de cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib déplétées 























Figure S6.5 Validation et comparaison des effets des déplétions des meilleures cibles DUBs 
et E2s du criblage 
(A). Immunobuvardages de plusieurs protéines marqueurs réalisés sur des échantillons de cellules 
U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib après déplétion ARNi des meilleures cibles obtenues par les 
























Figure S6.6 Comparaison des effets de PSMD14 et PSMB5 sur la prolifération 
(A). Test de prolifération MTT des U2OS, HCT 116 et HCT 116 p53 -/- cellules de bortézomib 
sensibles ou résistantes après déplétion de PSMD14/Contrôle, PSMD14/MYC, PSMB5/Contrôle et de 
PSMB5/MYC. Le résultat est représentatif de 2 expériences indépendantes. L’écart type du triplicat de 1 
expérience représentative est représenté par les barres d’erreur. 
(B). Immunobuvardage des U2OS, HCT 116 et HCT 116 p53 -/- cellules de bortézomib sensibles 
ou résistantes après déplétion de PSMD14/Contrôle, PSMD14/MYC, PSMB5/Contrôle et de 
PSMB5/MYC. Le résultat est représentatif de 2 expériences indépendantes. 
(C). Coloration au BrdU (bromodésoxyuridine) et au DAPI des cellules U2OS sensibles ou 





















Figure S6.7 Effet de la déplétion combinée de plus d’une sous unité du protéasome sur la 
prolifération cellulaire 
(A). Test MTT des cellules U2OS sensibles ou résistantes aux bortézomib déplétées de 
combinaison des composantes du complexe régulateur et catalytique du protéasome 26S. Le résultat est 
d’une expérience. L’écart type du triplicat de 1 expérience représentative est représenté par les barres 
d’erreur. 
(B). Immunobuvardage des cellules U2OS sensibles ou résistantes aux bortézomib déplétées de 
combinaison de composantes du complexe régulateur et catalytique du protéasome 26S pour vérifier 






































Figure S6.8 La déplétion de PSMD14 et apoptose 
 (A). Immunobuvardage et profil de cytométrie en flux des cellules U2OS déplétées de PSMD14 





































Figure S6.9 Variation des niveaux d’H2Aub et HSP70 dans des cellules du myélome multiple 
et lymphome suite à une inhibition du protéasome 
(A). Immunobuvardage des cellules Raji et JJN3 sensibles ou résistantes au bortézomib traitées au 
bortézomib pour les temps et doses indiqués. Le résultat est d’une expérience. 
(B). Immunobuvardage des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib déplétées de 
























Figure S6.10 Effets des déplétions des meilleures cibles DUBs et E2s du criblage dans des 
cellules du mésothéliome résistantes au bortézomib 
(A). Test MTT des cellules cancéreuses du mésothéliome NCI-1299 et MSTO-211H sensibles ou 
résistantes au bortézomib après déplétion ARNi des meilleures cibles obtenues par les criblages. Le 
résultat est représentatif de 2 expériences indépendantes (NCI-1299). Le résultat est d’une expérience 
(MSTO-211H). 
(B). Essai de formation de colonies des cellules cancéreuses du mésothéliome NCI-1299 sensibles 
ou résistantes au bortézomib après déplétion ARNi des meilleures cibles obtenues par les criblages. Le 





















Tableau III. Liste des anticorps 
 
Proteins Antibodies Specificity Company Catalogue 
number 
Dilution 






















PSMD4 E2 MOUSE 
MONOCLONAL 
SANTA CRUZ SC-393546 
 
1/1000 






















TUBILIN B512  MOUSE 
MONOCLONAL 
SANTA CRUZ SC-23948 1/50000 
P53 DO-1  MOUSE 
MONOCLONAL  
SANTA CRUZ SC-126 1/1000 












































SANTA CRUZ SC-66048 1/1000 





CASPASE 9  
 
Rabbit   NEB 
95015 
1/1000 





SANTA CRUZ SC-8007 1/1000 










C-MYC 9E10 MOUSE 
MONOCLONAL 
SANTA CRUZ SC-40 
 
1/1000 
EIF2Α D-3 MOUSE 
MONOCLONAL 
SANTA CRUZ SC-133132 1/1000 





ATF4 (CREB2) B-3 MOUSE 
MONOCLONAL 
SANTA CRUZ SC-390063 1/1000 


















































































Tableau IV. Liste des amorces utilisées pour la RT-qPCR 
 
Nom de l’oligo Paire de 
base covere 
Gène Sequence de l’oligo Application 
PSMD14-F1  182 bp hPSMD14 AAGTTATGGGTTTGATGCTTGGA RT-qPCR 
PSMD14-R1  hPSMD14 ATACCAACCAACAACCATCTCC RT-qPCR 
PRPF8-F1 218 bp hPRPF8 ATGGCCGGAGTGTTTCCTTAT RT-qPCR 
PRPF8-R1  hPRPF8 TGGTCTCGAATGATCTTCCTGAC RT-qPCR 
UBL5-F1  134 bp hUBL5 GGGAAGAAGGTCCGCGTTAAA RT-qPCR 
UBL5-R1  hUBL5 ACGTGGTCCTTAAAAATCGTGT RT-qPCR 
UBE2S-F1  216 bp hUBE2S ACAAGGAGGTGACGACACTGA RT-qPCR 
UBE2S-R1  hUBE2S CCACGTTCGGGTGGAAGAT RT-qPCR 
UEV3-F1  87 bp hUEV3 GAGCCACGATGGACCTTGAAA RT-qPCR 
UEV3-R1  hUEV3 TCACCACCTTGGAATGAGCAG RT-qPCR 
UBE2D4-F1  145 bp hUBE2D4 GTCTCCAGCGTTGACTGTGTC RT-qPCR 
UBE2D4-R1  hUBE2D4 CCACTCTCTTGCTAGTCTGTTG RT-qPCR 
UBE2R2-F1  115 bp hUBE2R2 AACTGGGAGGTGGCCATCTT RT-qPCR 
UBE2R2-R1  hUBE2R2 AGAATCTGAAGGTAGGTGGT RT-qPCR 
UBE2M-F1 135 bp hUBE2M GGAAGCCAGTCCTTACGATAAAC RT-qPCR 
UBE2M-R1  hUBE2M CGTTCTGCTCAAACAGCCG RT-qPCR 
UBE2C-F1   129 bp hUBE2C ATGGCTTCCCAAAACCGCGA RT-qPCR 
UBE2C-R1  hUBE2C CATGAGGGTCATCAGCTCCT RT-qPCR 
MYSM1-F1   105 bp MYSM1 AAGCCGCACTGTTTTACAAGT RT-qPCR 
MYSM1-R1  MYSM1 TTATGGCCGGTCTTCTGATTTG RT-qPCR 
MNPD-F1   181 bp MNPD CTGGGGAAGAGCCCTTCAGA RT-qPCR 
MNPD -R1  MNPD TGAACGGCTGGAACTTGTTGA RT-qPCR 
BRCC36-F1   104 BP BRCC36 CGCCCCATGAGAGTTGTGG RT-qPCR 
BRCC36-R1  BRCC36 TGATCCATCATCTGGTACAT RT-qPCR 
STAMBP-F1   187 bp STAMBP TCGATGGATTGCGCCATGT RT-qPCR 
STAMBP -R1  STAMBP GTGTTGCAGTAATCAGACCCA RT-qPCR 
STAMBPL1-
F1   
113 bp STAMBPL1 GAGGATGGCGTCTGTGTATTTG RT-qPCR 
STAMBPL1-
R1 
 STAMBPL1 GCTGGTAATCTCGATGGTTAGG RT-qPCR 
EIF3F-F1   204 bp EIF3F AGGGTGCTGCCCGAGTTAT RT-qPCR 





EIF3H-F1   227 bp EIF3H TCGGGAGATTCAGCCGTGA RT-qPCR 
EIF3H-R1  EIF3H CTCCGCATCATTTCCATCTGATA RT-qPCR 
COPS5-F1   184 bp COPS5 TGGGTCTGATGCTAGGAAAGG RT-qPCR 
COPS5-R1  COPS5 CTATGATACCACCCGATTGCATT RT-qPCR 
COPS6-F1   88 bp COPS6 GCATTGGTGTAGACCACGTAG RT-qPCR 































Tableau V. Liste des gARN utilisés pour la technique CRISP/Cas9 
 
Nom de l’oligo Gène Sequence de l’oligo Application 
gRNA_F1 hPSMD14 caccgATACTAACCTGGCCCAGTCC pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R1 hPSMD14 aaacGGACTGGGCCAGGTTAGTATc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F2 hPSMD14 caccgTGGAGGAGGTATGCCTGGAC pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R2 hPSMD14 aaacGTCCAGGCATACCTCCTCCAc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F3 hPSMD14 caccgGACAGACTTCTTAGACTTGG pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R3 hPSMD14 aaacCCAAGTCTAAGAAGTCTGTCc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F1 hUCH37 caccgGTCTTCACCGAGCTCATTAA pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R1 hUCH37 aaacTTAATGAGCTCGGTGAAGACc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F2 hUCH37 caccgTGCCTCATGGAAAGCGACCC pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R2 hUCH37 aaacGGGTCGCTTTCCATGAGGCAc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F3 hUCH37 caccgTGCCGGGGAGTGGTGCCTCA pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R3 hUCH37 aaacTGAGGCACCACTCCCCGGCAc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F1 hUSP14 caccgGCTCAGCTGTTTGCGTTGAC pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R1 hUSP14 aaacGTCAACGCAAACAGCTGAGCc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F2 hUSP14 caccgCAGGGCTCACCGGAGTAGAG pLentiCRISPR_V2 
gRNA_R2 hUSP14 aaacCTCTACTCCGGTGAGCCCTGc pLentiCRISPR_V2 
gRNA_F3 hUSP14 caccgCCCGCCATGCCGCTCTACTC pLentiCRISPR_V2 



















Tableau VI. Liste des plasmides utilisés 
 
Nom du plasmide compagnie Insertion Application 
pLentiCRISPR_V2 addgene gRNA Knockout de gène 






















Ces travaux ont débuté lors du stage de baccalauréat (hiver 2016); travaux que j'ai poursuivis lors 
des stages d’été (été 2016) et de maîtrise (2016-18). Tout d’abord une analyse moléculaire et phénotypique 
détaillée de la déplétion de PSMD14 dans plusieurs lignées cellulaires a été réalisée. J'ai effectué les tests 
MTT et d’immunobuvardage après déplétion de PSMD14 utilisant les cellules U2OS, HEK293T et HeLa 
(Figure 3.3). Les expériences reliées à l'étude sur les effets de la déplétion de PSMD14 en présence ou en 
absence de gènes importants à la prolifération cellulaire, en utilisant des cellules HCT 116 p53 -/-, HCT 
116 p21 -/- et HCT 116 sensibles ou résistantes au bortézomib, furent également menées par moi (Figure 
3.3). La comparaison entre l’effet de la déplétion de PSMD14 ainsi que celui de chaque déubiquitinase de 
sa famille de protéine a été effectué. J 'ai réalisé les déplétions ARNi, les tests MTT et la RT-qPCR utilisant 
des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib traitées ou non au capzmin (Figure 3.4). 
 Une comparaison entre l’effet de la déplétion de PSMD14 ainsi que d’autres protéines du 
protéasome a été également effectuée. J'ai réalisé les déplétions ARNi, tests MTT et d’immunobuvardage 
utilisant des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib (Figure 3.5) ainsi que les tests 
d’immunobuvardage des cellules déplétées de PSMD14 par technique CRISPR / Cas9 (Figure 3.3). Les 
tests MTT et d’immunobuvardage des cellules U2OS déplétées de combinaison des composantes du 
complexe régulateur et catalytique du protéasome 26S ont été effectués par moi (Figure S6.7). Les 
expériences sur les effets de la déplétion de PSMD14 et la protéine PSMB5, cible du bortézomib ont été 
effectuées par moi, soit les déplétions ARNi, tests d’immunofluorescence et d’immunobuvardage utilisant 
des cellules U2OS sensibles ou résistantes au bortézomib (Figure 3.5 et 3.6) ainsi que les expériences en 
présence ou en absence de gènes importants à la prolifération cellulaire (Figure S6.6). Les cellules 





collaborateurs (U2OS, HEK293T, HeLa, Raji et JJN3 et HCT). Les tests MTT qui valident l’état de 
résistance des cellules U2OS, HEK293T, HeLa et Raji ont été effectués par moi (Figure S6.1) ainsi que 
les tests d’immunobuvardage des cellules U2OS, HEK293T et HeLa traitées au botézomib (Figure 6.7) et 
U2OS traitées au capzimin (Figure 6.7). Cette analyse a été poursuivie en utilisant différentes lignées 
cellulaires (40 types). Ce travail a été partagé entre moi et les collaborateurs en ce qui concerne les 
traitements au bortézomib (Figure 6.7) et les tests d’immunobuvardage (Figure 6.7). J'ai également réalisé 
la quantification des bandes d’immunobuvardage de H2Aub et HSP70 et fait l’analyse de corrélation 
(Figure 6.7 et S6.9). 
 Le Dr Anderson et son équipe ayant publié des résultats similaires aux nôtres, nous avons décidé 
d'élargir notre étude par un criblage de d’autres cibles de déubiquitinases et d’enzymes de conjugaison de 
l’ubiquitine, tout en étudiant les phénotypes associés à la déplétion des cibles étudiées. Moi-même et 
plusieurs collaborateurs ont effectué les tests MTT des criblages (Figure 3.1 et S6.3). J 'ai récolté et analysé 
les données informatiques du criblage et réalisé les déplétions, les tests RT-qPCR, MTT, CFA et 
d’immunobuvardage des meilleures cibles mises en évidence par les criblages utilisant différents types 
cellulaires U2OS, NCI-1299 et MSTO-211H sensibles ou résistantes au bortézomib (Figure 3.1, S6.3, 
S6.5 et S6.10). Finalement, j'ai réalisé l’interprétation intégrée des études et analyses bio-informatiques 
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